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Uber das Verhalten einiger Rhamnoside im Tierkérper. 
Von 


Dr. Mario Garino. 





(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Pharmakologie der Universitat Genua, 
Vorstand: Prof. A. Benedicenti.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1913.) 


Bei einigen, im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Unter- 
suchungen iiber die Pharmakologie der Capparidaceen hatte 
ich Gelegenheit, eine gewisse Menge Rutin darzustellen. Ich 
habe das Verhalten dieser Substanz und anderer ahnlichen 
Rhamnoside im TierkOrper festgestellt. 

Als Rhamnoside oder Rhamnoseiather sind solche kohlen- 
stoffreiche Pflanzenstolfe zusammenzufassen, welche sich bei 
der hydrolytischen Spaltung in kohlenstoffirmere Verbindungen 
und Khamnose zerlegen. 

C,H,.0; -+ H,0. 

Eine erste Gruppe der Rhamnoside liefert bei der hy- 
drolytischen Spaltung nur Rhamnose!) (Quercitrin, Baptisin, 
Frangulin usw.); eine zweite dagegen Rhamnose und Glykose 
(Rutin, Hesperidin, Naringin). Alle die Substanzen lassen sich 
auch als Flavonderivate ansprechen: 

CH, —0- C—C,H, 


CO- CH 


welches, nach Kostanecki, die Grundsubstanz des Quercitrins 
und mehrerer anderer Substanzen, welche bei der Spaltung 
der Rhamnoside auftreten, bildet. 

Das Quercitrin, das ich zuerst untersucht habe, ist in 
verschiedenen Pflanzenfamilien verbreitet. Lufttrocken diirfte 
demselben, nach Brauns,*) die Formel C,,H,,0,, + 2 H,0 


1) Schmidt, Arch. der Pharmazie, Bd. 242, 5. 10 
?) Brauns, Arch. der Pharmazie, Bd. 242, S. 562. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 
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zukommen. Seine hydrolytische Spaltung erfolgt im Sinne 
der Gleichung : 
C,,H,,0,, +- 2H,0 = C,,H,,0, -+- CH, ,@,. 


(Quercetin) 


1. Versuch. 


Einem Hund werden 0,5 g Quercitrin (in 75 cem Wasser 
unter Zusatz von 2 g Natriumcarbonat geldst) intravends 
eingespritzt. 

Der nach 3 Stunden gesammelte Harn stellte eine triibe 
blutrot gefirbte Fliissigkeit dar, welche kolloidal aussah und 
schwach alkalisch gegen Lackmuspapier reagierte. Mit Eisen- 
chlorid versetzt, nahm sie eine gelbbraune Farbe an, mit 
einer ammoniakalischen Losung von Silbernitrat versetzt, tritt 
in der Kiilte sowie in der Wiirme starke Reduktion ein, mit 
der Fehlingschen Lésung ist dagegen nur eine geringe Re- 
duktionswirkung zu beobachten. 

Diese Reaktionen weisen darauf hin, daB unverandertes 
Quercitrin im Harn ausgeschieden wird. 


Der an diesem, sowie am folgenden Tage entleerte Harn 
(300 ecm) wurde mit basischem Bleiacetat gefallt; im Filtrat 
konnte ich weder polarimetrisch, noch mit Fehlingscher L6- 
sung Spuren von Reduktion nachweisen. 


2. Versuch. 


Ein Hund erhielt per Schlundsonde 1 g Quercitrin (in 
100 g Wasser unter Zusatz von einem Gramm Natriumcar- 
bonat gelost). 

Nach kurzer Zeit wurde ein kleines Quantum der Substanz 
erbrochen. Der am folgenden Tage entleerte Harn (110 ccm), 
welcher triibe und stark gelbbraun gefirbt aussah, wurde mit 
wenig Atzkali versetzt und dann mit Salzsiure unter Erwiirmen 
ausgefillt. Der gelbe, flockige Niederschlag, gut ausgewaschen 
und getrocknet, wurde in Natriumcarbonat mit intensiv gelber 
Fiirbung gelost und wieder aus der Losung durch Zusatz von 
etwas Salzsiure gefallt. 

Die so erhaltene pulverfoérmige Substanz ist weiter nichts 
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als Quercitrin, wie es leicht durch die charakteristischen Re- 
aktionen, sowie durch den Schmelzpunkt, erkannt werden kann. 
In dem in den folgenden drei Tagen entleerten Harn konnte 
ich die Ausscheidung des unveranderten Quercitrins nachweisen. 
DaB das Quercitrin grobtenteils unverandert die Nieren passiert, 
ist zweifellos; es kann nur die Frage sein, ob sich ein kleiner 
Anteil des Quercitrins im Tierkérper unter Abspaltung von 
Rhamnose und Quercitrin hydrolysiert. Die Untersuchung des 
Harnes auf Rhamnose fiel immer negativ aus; wenn man aber 
die geringe Menge Khamnose, die aus dem urspriinglichen 
Quercitrin entstehen kann, und die Eigenschaft dieser Zucker- 
art langsam im Tierkorper zu verbrennen erwigt, so wird man 
zu dem SchluB kommen, dafi ein negatives Ergebnis der Unter- 
suchung kein sicherer Beweis fiir das vollstaéndige Fehlen einer 
Hydrolyse des Quercitrins ist. 

Ebenso erfolglos versuchte ich das Quercetin nachzu- 
weisen, weil das Verhalten beider Substanzen gegen die iib- 
lichen Reagentien ein fast ginzlich identisches ist. 


Die anderen von mir untersuchten Substanzen sind das 
Rutin, das Hesperidin und das Naringin. 

Da das Rutin vom Handel nicht erhaltlich ist, so habe 
ich es nach dem Zwenger-Dronkeschen Verfahren!) dar- 
gestellt. 

Die Spaltung des Rutins vollzieht sich nach der Gleichung: 

C,7H;,0,, + 2H,0 = C,3H,.0, + C,H,,0, +- C,H,.0, 


Rutin Quercitrin Rhamnose Glykose 


3. Versuch. 


Ein Hund erhielt intravenés 1 g Rutin (in Wasser durch 
Natriumearbonat geldst). Der am ersten sowie am folgenden 
Tage entleerte Harn war intensiv gelb gefiairbt und nahm, mit 
Kisenchlorid versetzt, eine intensiv griine Firbung an. Auf Zu- 
satz von amm. Silbernitratlbsung trat Reduktion auf, keine 
Reduktion dagegen mit Fehlingscher Lésung: 100 ccm des 


') Zwenger u. Dronke, Liebigs Ann., Bd. 123, S. 214. 
1* 
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Harnes wurden mit Salzsiiure stark angesiiuert und wahrend 
10 Minuten in schwachem Sieden erhalten. Der alkalisch ge- 
machte und mit Fehlingscher Lésung versetzte Harn zeigte 
nunmehr sehr starke Reduktion — ein Beweis dafiir, daB das 
Rutin unverindert die Nieren passiert und durch Salzsiiure in 
Quercitrin, Glykose, Rhamnose zerlegt werden kann. 


4. Versuch. 


Kin kraftiger Hund erhalt per os 2 g Rutin (in Wasser 
aufgeschwemmt). Im entleerten Harn lief sich das Rutin in 
reichlicher Menge nachweisen. Der konzentrierte Harn wurde 
mit Eisessig unter Erwiarmen ausgezogen, der Eisessig ab- 
destilliert, der Rtickstand in eine Porzellanschale ausgegossen 
und zur Trockne verdampft. Die trockene gelbgriine Masse 
wurde alsdann mit Benzol extrahiert, wobei das im Benzol 
unlésliche Rutin zurtickblieb und schlieBlich durch Umkrystalli- 
sation aus heifiem Wasser gereinigt werden konnte. Das so 
erhaltene Rutin wog 1,73 g — ein sicherer Beweis, daf das 
Rutin unveriindert im Harn ausgeschieden wird. Eine Spal- 
tung tritt tiberhaupt nicht oder nur in Spuren ein. 


Das von Lebreton schon im Jahre 1828 entdeckte 
Hesperidin findet sich in den Aurantiaceen sehr verbreitet vor. 
Es ist der Dextrose-KRhamnoseather des Hesperetins und zer- 
fillt bei der Hydrolyse nach der Gleichung: 

CoH.0., -+ 2 H,O = C,H,,0, + 2 C,H,,0, + 2 C,,H,,0, 


Hesperetin. 


5. Versuch. 


Einem jungen Hund werden 1,5 g Hesperidin (in 150 g 
Wasser +- 2 g Natriumcarbonat geldést) in die Bauchhohle ein- 
gespritzt. Der Harn (195 cem) ist intensiv gelb gefirbt. Einige 
Kubikzentimeter mit Natriumamalgam erwiéirmt und dann mit 
Salzsiiure versetzt lassen einen in Alkohol rotviolett léslichen 
Niederschlag absetzen. 

Verdiinnte Eisenchloridlisung farbt den Harn intensiv 
dunkelgriin. 150 cem Harn, welcher triibe und kolloidal aus- 
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sah, wurden durch Zusatz vom Alkali geklirt und dann mit 
Salzséure stark angesiuert. Es scheidet sich ein gelber Nieder- 
schlag ab, der, auf dem Filter gesammelt, ausgewaschen und 
getrocknet, sich als fast reines Hesperidin erkennen 1JaBt. In 
konzentrieter H,SO, lost es sich mit orange Farbe, die auch 
beim Erwarmen bleibt. Fréhdes Reagens lést es rotbraun 
und Zusatz eines Tropfens verdiinnter HC] ruft dann blaue und 
griine Farbung hervor. Die Substanz, in verdiinnter Kalilauge 
gelést und bis zur Trockene gebracht, firbt sich rot und violett; 
mit Wasser und Natriumamalgam erhitzt und mit HCl ver- 
setzt, entsteht ein in Alkohol mit rotvioletter Farbe léslicher 
Niederschlag. 


6. Versuch. 


Einem Hund wurden 1,5 g Hesperidin in die Bauchhohle 
injiziert. Der an demselben Tage entleerte Harn (50 ccm) 
reagierte alkalisch, war intensiv dunkelgelb gefirbt und zeigte 
mafige Reduktion mit Fehlingscher Lésung, starke Re- 
duktion mit Silberammonldsung, keine Drehung. Aus dem am 
folgenden Tage entleerten Harn (80 ccm) konnte ich reichlich 
Hesperidin in Substanz ausscheiden (ca. 1 g) und durch seine 
Reaktionen nachweisen. 


7. Versuch. 


Ein kleiner Hund erhielt 1,5 g Hesperidin intravends. 
Der am ersten sowie am folgenden Tage entleerte Harn 
(180 ccm) zeigte mit Fehlingscher Lisung sehr mabige 
Reduktion und zeigt keine Drehung. 50 ccm desselben wurden 
mit Salzséure versetzt und dann 5 Minuten lang gelinde ge- 
kocht. Der Harn wurde dann alkalisch gemacht und mit 
Fehlingscher Loésung versetzt, er zeigte starke Reduktion, 
welche noch viel stirker war, wenn das Sieden des Harnes 
10 Minuten lang fortgesetzt war. 

Es ist also im Harn eine Substanz vorhanden, die unter 
langsamer Zerlegung Glykose und Rhamnose abspaltet; es kann 
also weiter nichts wie unverindertes Hesperidin sein. Um das 
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aus der Zerlegung des Hesperidins etwa entstandene Hesperetin 
nachzuweisen, habe ich den Umstand beniitzt, dafi das Hes- 
peretin im Athylather einigermafen lislich ist; nicht aber das 
Hesperidin. 


8. Versuch. 


Ein Hund erhielt 1,5 g Hesperidin intravenéds. Der am 
ersten sowie an den zwei nichsten Tagen entleerte Harn wurde 
zur Trockene verdampft, mit Quarz angerieben und im Soxhlet- 
schen Apparat mit Athylither extrahiert. Der Ather wurde hier- 
auf abdestilliert und der Ritickstand mit Alkali versetzt. In 
dieser alkalischen LO6sung war es mir nicht mdéglich, sehr deut- 
liche Reaktionen auf Hesperitin zu erhalten, nur etwas deut- 
licher fiel die Reaktion mit Natriumamalgam aus, welche letztere 
wohl auch kleinen in den Ather itibergegangenen Spuren Hespe- 
ritin zuzuschreiben sein diirfte. Es ist aber wohl zu bezweifeln, 
ob das Hesperetin aus dem Hesperitin entsteht und wieder in 
seine Komponente, die Isoferulaséure und das Phloroglucin zer- 
fiillt, da neuerdings das Hesperetin als 2 . 4 . 6-Trioxypheny]l- 
3-oxy-4-metoxystyrylketon erkannt worden ist (Power und 


Tutin): 


CH = CH-CO 
( ‘S07 NOH 
| | | 
\ / OH _, 
CH, OH 


Es blieb also nichts anderes tbrig, als reines Hesperetin 
darzureichen, um sein Verhalten im Tierkérper kennen zu 


lernen. 


9. Versuch. 


Ein Hund erhielt 0,5 g Hesperetin intravends. Das Tier 
zeigt Erbrechen, motorische Unruhe, Ermiidung, bald aber eine 
vollige Riickkehr des Wohlbefindens. 

Der am ersten Tage entleerte Harn (180 ccm) reagierte 
alkalisch und war auffallend opalescent. 

Zum Nachweis des Hesperetins habe ich den Umstand be- 
nutzt, daB das Hesperetin in verdiinnter Natronlauge ldéslich ist 
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und aus dieser Losung durch CO, oder HCI gefiillt wird. In 
der Tat schied sich aus dem Harn nach dem Ansauern ein 
hellgelber Niederschlag ab, der, auf einem Filter gesammelt, aus- 
gewaschen und getrocknet, sich als Hesperetin erkennen libt. 

Etwas von diesem Niederschlage wird mit Schwefelséure 
gelést, dann mit einigen Tropfen Eisenchloridlésung versetzt: 
es bildet sich an der Bertihrungsfliiche beider Fliissigkeiten ein 
prachtvoller rotbrauner ins Violette tibergehender Ring. Die- 
selbe Reaktion erhilt man auch bei einer Heperetinlésung. 
Wenn man die Losung mit Natriumamalgam und Wasser ver- 
setzt, so erhalt man nach Zusatz von Salzsiure einen Nieder- 
schlag, der sich in Alkohol mit roter Fiirbung lést. Diese 
Reaktionen traten bei den in den nichsten Tagen untersuchten 
Urinen immer sehr deutlich auf, so dai man annehmen mub, 
dafi das Hesperetin gréftenteils unveriindert im Harn ausge- 
schieden wird. 

Weiterhin habe ich untersucht, ob sich das Hesperetin 
etwa in Spuren unter Abspaltung von Phloroglucin zerlegt. 


10. Versuch. 


Ein Hund erhalt intravends 1 g Hesperetin. Kin Teil 
des am ersten, sowie am folgenden Tage entleerten Harnes 
(180 ccm) wird durch Bleiacetat vom Hesperetin befreit. Nach 
einigen Stunden hat sich der Niederschlag gut abgesetzt; die 
dariiber befindliche, leicht triibe Fliissigkeit wird abgegossen, 
entbleit, zentrifugiert und konzentriert. Mit Vanillinldsung ist 
keine Spur von Phloroglucin nachweisbar. 

Ein anderer Teil des Harns wurde zur Trockne einge- 
dampft und dann mit Ather ausgezogen. Im Atherriickstand 
waren keine Spuren Phloroglucin enthalten. 

Es wire dabei von Interesse gewesen, das Verhalten im 
Tierkérper des mit dem Hesperidin nahe verwandten Naringins 
zu untersuchen. Da aber nur eine sehr geringe Menge Substanz 
mir zur Verfiigung stand, konnte ich nur einen Versuch aus- 
fiihren, indem ich die Substanz (0,8 g) per os darreichte. Der 
Erfolg war aber negativ, indem sich keine Spur von Naringin 
im Harn nachweisen lief. 





Mario Garino, Verhalten einiger Rhamnoside im Tierkérper. 


Es geht aus den angefiihrten Versuchen hervor: 

1. Das Rutin, Quercitrin, Hesperidin, Hesperetin passieren 
nach intravendser sowie nach stomachaler Darreichung zum 
groBten Teil unzersetzt den Organismus. 

2. Die Hydrolyse dieser Rhamnoside scheint im Tier- 
korper nicht oder nur spurenweise einzutreten. 

Ich kann endlich, nur beiléufig, hinzufiigen, da{B die von 
mir untersuchten Rhamnoside nur wenig giftig sind; am 
meisten sind es das Rutin und das Quercitrin, viel weniger das 
Hesperidin und das Naringin. Wahrend das Hesperidin nicht 
giftig ist, ist dies bei dem aus ihm entstehenden Hesperetin 


der Fall. 








Einwirkung von Alkoholaten auf Hamin und seine Derivate. 
II. Mitteilung. 


Uberfiihrung von Haémin in Mesohémin. 
Von 


Hans Fischer und Heinrich Rose. 
(Aus der II. medizinischen Klinik zu Miinchen). 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1913.) 


Vor kurzem teilten Fischer und Hahn!) mit, daf es 
gelungen ist, die MolekulargréBe des Hiimins zu 600 zu er- 
mitteln. Eine Bestiitigung dieses Resultates auf chemischem 
Wege schien erwiinscht und wir setzten daher die in der ersten 
Mitteilung tiber die Einwirkung von Alkoholat auf Himin bereits 
begonnenen Versuche, Himin im ganzen unter Erhaltung des 
komplex gebundenen Eisens in Mesoporphyrin tberzufiihren, 
fort. Diese Bemiihungen waren nun erfolgreich; es ist uns 
gelungen, sowohl durch methylalkoholische Kalilauge wie Kalium- 
aithylat das krystallisierte Eisensalz des Mesoporphyrins, 
fir das wir den Namen Mesohiimin vorschlagen, zu erhalten. 

Hiermit ist bewiesen, dai das Haimin vier Pyrrolkerne 
enthalt, und die Schluffolgerungen aus den beim Mesoporphyrin 
erhaltenen Resultaten kénnen ohne weiteres auf das Himin tiber- 
tragen werden, natiirlich unter Beriicksichtigung der Tatsache, 
dafi Mesoporphyrin ein Reduktionsprodukt des Hamins ist. Ab- 
spaltung einer Carboxylgruppe, wie sie ja beim Abbau des 
Chlorophylls durch Aikali nach Willstatter stattfindet, konnte 
bis jetzt nicht erzielt werden. Die Versuche werden jedoch 
fortgesetzt. 

Weiterhin wurde dann Haématoporphyrin mit Alkoholaten 
behandelt und auch hier die Entstehung des Mesoporphyrins 





1) Chem. Ber., Bd. 45, S. 2308. 
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sehr wahrscheinlich gemacht. Sicher gestellt ist, da8 auch 
hier die Athylgruppe des Himopyrrolanteiles erzeugt wird, 
denn bei der Oxydation erhielten wir Methylathylmaleinimid. 

Die Ausbeute an Imid war recht schlecht, so da jeden- 
falls nur wenig Mesoporphyrin entstanden war, sicher weniger 
als aus Hamin. Dieser Befund spricht fiir die Ktistersche 
Auffassung der Hiimatoporphyrinbildung, da bei Vorhandensein 
einer Vinylgruppe im Hamatoporphyrin eigentlich ein ebenso 
glatter Ubergang in Mesoporphyrin wie beim Hamin zu er- 
warten ware, zum mindesten in bezug auf die Reduktion der 
ungesiittigten Seitenkette. In Ubereinstimmung damit stehen 
auch die Befunde von Fischer und Hahn,!) die beim Hamin 
durch Einwirkung von Wasserstoff bei Gegenwart von kolloi- 
dalem Palladium leicht die Hydrierung der Vinylgruppe erzielten, 
indem bei darauf folgender Oxydation Methylathylmaleinimid 
erhalten wurde, wiihrend dies beim Hiématoporphyrin nach 
analoger Behandlung noch nicht gelungen ist. 

Wie wir schon friiher?) feststellten, besitzt das Por- 
phyrinogen, die Leukobase des Mesoporphyrins, starker sensi- 
bilisierende Wirkung als das Mesoporphyrin, und wir zogen hieraus 
den SchluB, daf entweder das farblose Porphyrinogen selbst 
sensibilisierende Wirkung besitzt, oder daB es im Organismus in 
ein noch unbekanntes Porphyrin tibergeht. Letztere Anschauung 
hielten wir fiir die wahrscheinlichere, weil die Sensibilisierung 
durch Licht bei den mit Porphyrinogen behandelten Tieren erst 
am folgenden Tag eintrat. Es lag nun nahe, das Hamatopor- 
phyrinogen gleichfalls auf sensibilisierende Wirkung zu priifen. 

Das Hiimatoporphyrinogen ist nun noch nicht dargestellt 
und wir versuchten es mit Hilfe der Natriumamalgamreduktion 
aus Hiimatoporphyrin zu erhalten. Alle Bemiihungen “waren 
jedoch vergeblich, wir konnten den K6rper bis jetzt nicht in kry- 
stallisiertem Zustand gewinnen. Wenn nun die zur Farblosigkeit 
reduzierte Lésung tatsichlich das Himatoporphyrinogen 
enthilt, so konnte man ja auch direkt diese Losung verwenden. 


') Die Publikation der noch nicht véllig abgeschlossenen Versuche 


erfolgt demnachst. 


*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 262. 
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Hindernd stand im Wege, daB Piloty’) ausdriicklich festge- 
stellt hat, daB diese nicht die Leukobase des Himatoporphyrins 
enthialt, indem durch Luftoxydation Desoxyhamatoporphyrin, 
ein nicht krystallisierender Kérper, entsteht, der ein Sauerstoff- 
atom weniger enthalten soll als das Himatoporphyrin. Diese 
Feststellung ist nun irrtimlich, man erhalt leicht und ohne 
Schwierigkeit durch Luftoxydation des mit Natriumamalgam 
zur Farblosigkeit reduzierten Haimatoporphyrins den Farbstoff 
in sch6n krystallisiertem Zustand zuriick (Ausbeute 
ca. 30°/o). Nachdem so festgestellt war, dai die mit Natrium- 
amalgam reduzierte LOsung des Hamatoporphyrins tatsachlich 
in betrichtlichen Mengen die Leukobase dieses Farbstoffes 
enthalt, spritzten wir die Losung direkt Meerschweinchen ein. 
Bei Belichtung am gleichen zeigten sich keinerlei und am 
folgenden Tage keine ausgepragten Erscheinungen. Am dritten 
Tage trat hochgradige Sensibilisierung ein, soda’ an dem Uber- 
gang in ein stark wirkendes Porphyrin nicht zu zweifeln ist, 
auch war das Porphyrin im Kot spektroskopisch nachweisbar. 

Die Konstatierung der Tatsache, dab die Leukobasen der 
beiden bis jetzt bekannten Porphyrine primiir unwirksam sind, 
erklirt vielleicht mancherlei widersprechende Erscheinungen 
bei der menschlichen Héimatoporphyrinurie, je nachdem bei 
dieser Erkrankung der Farbstoff oder seine Leukobase auf- 
tritt. Es ist dabei sehr wohl denkbar, dafi der Farbstoff nur 
zeitenweise gebildet wird, und zu diesen Zeiten wiirden dann 
Krankheitserscheinungen auftreten, wahrend im iibrigen der 
betreffende Mensch normal wire. 

Die stillschweigende Voraussetzung ist dabei natiirlich, 
daB bei der Himatoporphyrinurie tatsachlich die Ausscheidung 
des Farbstoffes nicht etwa nur ein mehr oder weniger un- 
wichtiges Symptom ist, sondern die Krankheitsursache. Be- 
wiesen ist dies nicht, jedoch wissen wir durch den kiihnen 
Selbstversuch von F. Meyer-Betz,?) dal Héimatoporphyrin 
intravends beigebracht den Menschen nach der Belichtung krank 
macht, ganz analog den Tierversuchen. Man kann daher jetzt 





1) A, Bd. 377, S. 355—358. 
*) Deutsch. Archiv fiir klin. Mediz., Bd. 112. 
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wohl alle im Tierexperiment gewonnenen Resultate mit einer 
gewissen Wabhrscheinlichkeit auf den Menschen iibertragen. 

Natiirlich k6nnte man sich auch vorstellen, daf die Leuko- 
base eines Porphyrins ein normales intermediidres Stoff- 
wechselprodukt ist, das gewoéhnlich weiter abgebaut bezw. 
in Bilirubin umgewandelt wird, wahrend die Oxydation zum 
Farbstoff (Porphyrin) pathologisch ist. Wir beabsichtigen, 
dieses Kapitel weiter zu bearbeiten, das noch ein besonderes 
Interesse dadurch erhalt, daf die Ausscheidung einer Por- 
phyrinleukobase inzwischen bei einem Falle von Porphyrinurie 
von Herrn Dr. Schumm in Hamburg (giitige Privatmitteilung) 
tatsiichlich beobachtet worden ist. 


I. Gewinnung von Mesohamin aus Hamin durch methylalkoholische 
Kalilauge. 


25 g Hamin wurden in eine Lésung von 50 g Kalihydrat 
in 200 ccm Methylalkohol und 15 ccm Wasser eingeriihrt. Im 
Autoklaven wurde die Temperatur 5 Stunden lang auf 225° 
gehalten (48—51 Atmosphiaren Druck). Nach dem Erkalten 
war nur wenig Druck vorhanden und es wurde zuniachst mit 
Wasserdampf abgetrieben, wobei nur Spuren eines an der 
Luft sich schnell gelb firbenden Oles abgetrieben wurden. 
Die hinterbliebene Lésung wurde nach der Filtration mit Salz- 
siiure angesiuert, abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. 
Noch feucht wurde der Niederschlag sehr sorgfiltig in einer 
gerdumigen Porzellanschale mit 96°/oigem Alkohol verrieben 
und der gleichmaBige Brei in eine 2 |-Flasche eingefiillt. Nach 
mehrstiindigem Schiitteln auf der Maschine wurde der in 
Alkohol unldésliche Teil abfiltriert. Dieser wog 10,3 g und gab 
nach dem Behandeln mit Eisessigbromwasserstoff 1,1 g reines 
salzsaures Mesoporphyrin. 

Beim Eingiefen der Eisessigbromwasserstofflésung in 
Wasser fiel die Hauptmenge wieder aus und diese gab auch 
nach der Behandlung mit Eisessig-Jodwasserstoff kein Meso- 
porphyrin. 

Das Filtrat vom alkoholunléslichen Teil schied beim 
Eindunsten bald groBe Mengen korniger Substanz ab, die 
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unter dem Mikroskop sich als nicht krystallisiert erwies. 
Es wurden so im ganzen 13 g dieses kérnigen Produktes ge- 
wonnen, das eisenhaltig war. 10g dieses KOrpers wurden 
mit Eisessigbromwasserstoff auf Mesoporphyrin verarbeitet 
und insgesamt 5,3 g reines salzsaures Mesoporphyrin erhalten. 
Zur weiteren Identifizierung fiihrten wir dieses analog dem 
von uns angegebenen Veresterungsverfahren der Phonopyrrol- 
carbonséiure in den schon von Zaleski erhaltenen Diathyl- 
ester des Mesoporphyrins tiber: 4 g salzsaures Mesoporphyrin 
wurden in 80 ccm Athylalkohol suspendiert und Salzsiiure bis 
zur Sittigung eingeleitet. Nach 12stiindigem Stehen wurde 
in viel Wasser gegossen, mit Natronlauge die Salzsiure zum 
grOheren Teil abgestumpft, abgesaugt und mit Wasser ausge- 
waschen. Der Riickstand wurde aus Athylalkohol zweimal um- 
krystallisiert, wobei die von Zaleski beschriebenen schief- 
winkeligen blattchen erhalten wurden. Schmelzpunkt 198 bis 
200°. Die Analyse bestiitigte das Vorliegen des Esters. 

0,2210 g Substanz gaben 0,5925 g CO, und 0,1550 g H,O. 

0,2037 » > > 17 ccm N (18° 719 mm). 

C,,H,,N,O, (622,41). Berechnet: C 73,26%o H 7,45°%o N 9,00%o. 
Gefunden: CG 73,12% H 7,84%o N 9,142. 

3 g des in Alkohol léslichen Teiles wurden in einer Reib- 
schale mit Ather zerrieben, einige Stunden auf der Maschine 
geschittelt und abgesaugt. Der Riickstand (2,3 g) wurde in 
7,9 cem Pyridin gelést, mit 12,5 cem Chloroform verdiinnt, 
filtriert und das Filtrat in 175 cem auf 105° erhitzten Eis- 
essig, der mit Kochsalz gesattigt war und 2,5 ccm konzentrierte 
Salzsiure enthielt, eingetragen. Beim Erkalten schieden sich 
1,2 g chlorhaltiges sch6n krystallisiertes Eisensalz ab, das sich 
in nichts von dem nach Zaleski synthetisch aus Mesoporphyrin 
gewonnenen Eisensalz unterschied. Die vergleichende spektro- 
skopische Untersuchung ergab keinen Unterschied und die Ana- 
lyse bestiitigte die Identitit. 

0,1890 g Substanz gaben 0,4268 g CO, und 0,1017 g H,0. 

0,2208 » > » 17 ccm N (19°, 717 mm). 

0,2083 >» : >»  0,0243 g Fe,O,. 

C,,H,,0,N,ClFe (655,63). Berechnet: C 62,23% H5,54%o N8,55°%o Fe 8,52. 
Gefunden: C61,58%o H6,08°/o N8,37% Fe 8,16. 
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Die Gesamtausbeute an Mesoporphyrin bei diesem Ver- 
such betragt ca. 32°/o, steht also nicht hinter der durch Eis- 
essigjodwasserstoff aus Hiimin erhaltenen zuriick. 

Zur volligen Sicherung des erhaltenen Resultates haben 
wir den gleichen Versuch in der gleichen Weise wiederholt 
und die Gesamtmenge des alkoholléslichen Teiles auf Meso- 
haimin verarbeitet. Das aus der alkoholischen Lésung beim 
Eindunsten abgeschiedene k6érnige Produkt wurde scharf ab- 
gesaugt und noch feucht mit viel Ather einige Stunden unter 
Zusatz von Glasperlen geschiittelt. Der trockene Riickstand 
wog 10g. Er wurde mit Hilfe von 30 ccm Pyridin und 50 cem 
Chloroform in Lésung gebracht und nach der Filtration in 
700 ccm Eisessig, der mit 10 ccm gesattigter Kochsalzlésung 
und 10 ccm konzentrierter Salzsiure versetzt und auf 110° 
erhitzt war, eingetragen. Nach eintiigigem Stehen wurden 5,6 g 
sch6n krystallisiertes Mesohaémin erhalten. Die Mutterlauge 
gab beim weiteren Stehen noch 0,7 g. Die Elementaranalyse 
bestatigte wiederum das Vorliegen des gesuchten Korpers. 

0,2385 g Substanz gaben 0,5431 g CO, und 0,1252 g H,0. 


0,1960 » > >» 15,4ccm N (18°, 718 mm). 
0,1915 » > >» 00,0410 g Ag(Cl. 
0,1975 » » >» 00,0240 » Fe,Og. 


CygHy,0,N,ClFe (655,63). 
Berechnet: C 62,23%o H 5,54%o N 8,55%o Cl 541% Fe 8,52%o. 
Gefunden: C 62,10°/o H 5,87°%o N 8,60°% C1 5,30% Fe 8.50%. 
Natiirlich kann die Analyse allein nicht entscheiden zwischen 
Himin und Mesohimin und deshalb wurde 1 g des Eisensalzes 
in der friiher beschriebenen Weise durch Eisessigbromwasser- 
stoff in Mesoporphyrin tibergefiihrt, das als salzsaures Salz 
isoliert wurde. Ausbeute 0,5 g. 
0,1539 g Substanz gaben 0,3593 g CO, u. 0,0930 g H,0. 
0,1300 » > >» 10,5 ccm N (17° 715 mm). 
C,,H,,0,NsCl,. Berechnet: C = 63,84°%o H = 6,26%o N = 8,76. 
Gefunden: C = 63,67°/o H = 6,76°/o N = 8,83°%o. 


II. Gewinnung von Mesohaémin aus Hamin durch Kaliumiathylat. 
50 g Kalium wurden in 290 g Athylalkohol gelést, und 


in diese Lésung 25 g Himin eingetragen. Die Temperatur im 
Innern des Autoklaven stieg nicht iiber 175°. Wie aus der bei- 
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gegebenen Tabelle (II) hervorgeht, verlief die Reaktion auBer- 
ordentlich gleichmaBig. Nach dem Erkalten war kaum noch 
Druck vorhanden. Es wurde zuniichst mit Dampf destilliert, 
jedoch gingen nur Spuren eines Oles iiber. Die dunkelgefirbte 
Mutterlauge wurde nach der Filtration mit Essigsiiure ange- 
siuert, der voluminése Niederschlag abgesaugt und mit Wasser 
ausgewaschen. Im Filtrat waren keine Pyrrole oder héchstens 
Spuren vorhanden. 

Der Niederschlag wurde in einer Reibschale noch feucht 
mit 96°/oigem Alkohol verrieben, mit Hilfe von Alkohol in eine 
2 1-Flasche gespiilt, sodaf die Alkoholmenge im ganzen ca. 1 | 
betrug. Nach mehrstiindigem Schiitteln auf der Maschine wurde 
filtriert. Der mit Alkohol ausgewaschene Riickstand wog nach 
dem Trocknen 10,3 g. 

Das Filtrat wurde eingedunstet und bald schieden sich 
kornige, aber nicht krystallisierte Massen ab, die abgesaugt 
wurden (9,8 g). Diese 9,8 g wurden in 27 ccm Pyridin mit 
45 cem Chloroform einige Zeit geschiittelt, wobei der gréfte 
Teil in Lésung ging. Die klar filtrierte L6sung wurde langsam 
in 630 cem Eisessig, der mit 9 ccm Salzséure cone. und 9 ecm 
gesattigter Kochsalzlosung versetzt und auf 105° erhitzt war, 
eingetragen. Nach 48 Stunden hatten sich reichliche Mengen 
(4,1 g) krystallisierten Eisensalzes abgeschieden. Daf es sich 
um Mesohimin handelte, wurde durch Uberfiihrung in Meso- 
porphyrin durch Eisessigbromwasserstoff bewiesen. 

Es konnte nun der Einwand gemacht werden, dab bei der 
bisherigen Gewinnung von Mesohiémin, bei der ja das Erhitzen 
mit den Alkoholaten im eisernen Autoklaven ausgefiihrt war, 
dieser Umstand die Entstehung des Eisensalzes bedingen wiirde. 
Deshalb wurde der gleiche Versuch, wie eben geschildert, in 
glasernen ROhren wiederholt. Das Resultat war das gleiche: 

21,5 g Kalium wurden in 160 cem absolutem Alkohol gelést 
und hierzu 10 g fein gepulvertes Himin gegeben. Die Mischung 
wurde in 2 schwer schmelzbaren Jenaer Glasréhren 5 Stunden 
lang auf 175° erhitzt. Die Verarbeitung war im wesentlichen, 
wie oben beschrieben, der in Alkohol lésliche Teil wog 5,6 g, 
nach dem Schiitteln mit Ather noch 4,8 g. Diese wurden mit 
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Hilfe von 15 ccm Pyridin und 25 ccm Chloroform gelést und 
nach der Filtration eingetragen in 350 ccm heifen Eisessig, 
der 5 ccm Salzsaéure und 5 ccm Kochsalz enthielt. Ausbeute 
2,5 g schon krystallisiertes Mesohamin. Die Elementaranalyse 
bestitigte das Vorliegen der gesuchten Verbindung. 

0,1825 g Substanz gaben 0,4112 g CO, und 0,0952 g H,O. 


0,1734 » » >» 13,6 ccm N (18°, 718 mm). 
0,1928 » > »  0,0418 g AgCl. 
0,1707 » » »  0,0210 > Fe,O,. 


Cy,H,,0,N,ClFe. Ber.: C 62,23°/o H5,54%o N8,55%o C15,41%o Fe 8,52%. 
Gef.: C 61,45°o H5,84°%o N8,58%o Cl5,36°%o Fe 8,609). 

2 g des Eisensalzes wurden mit Hilfe von Eisessigbrom- 
wasserstoff in das zugehorige Porphyrin tibergefiihrt. Erhalten 
wurde 1 g salzsaures Mesopophyrin, das mit Hilfe von Athyl- 
alkohol und Salzsiéiure in der oben beschriebenen Weise in den 
schon krystallisierenden Ester ibergefiihrt wurde. F. P. 199 bis 
200°. Die Elementaranalyse bestatigte das Vorliegen des Esters. 

0,1700 g Substanz gaben 0,4533 g CO, und 0,1268 g H,0. 

0,2175 » > >» 18,1 ccm (18°, 718 mm). 

C,,H,,N,O, (622,41). Berechnet: C 73,26°/o H 7,45%0 N 9,00%o. 
Gefunden: C 72,72%o H 835% N 911%. 

Es sei ausdriicklich hervorgehoben, daf nur peinlichste 
Beobachtung der oben angegebenen Vorschriften zu dem kry- 
stallisierten Eisensalz des Mesoporphyrins fiihrt, relativ gering- 
fiigige Abweichungen in der Alkalikonzentration fihren zwar 
die Reduktion zum Mesoporphyrin auch herbei, aber es 
gelingt nicht, das krystallisierte Eisensalz zu erhalten. So 
gelang es nicht, unter den in Versuch IV in der ersten Mit- 
teilung angegebenen Bedingungen das krystallisierte Eisensalz 
zu erhalten. Ebenso negativ verlief ein Versuch, bei dem die 
Alkalikonzentration etwas héher war: 

72 g Atzkali wurden in 200 g Holzgeist gelist, 15 g Wasser 
zugegeben und 25 g fein gepulvertes Himin eingetragen (Ill). 
Nach 5stiindigem Erhitzen auf 225° wurde der Autoklaven- 
inhalt in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. Im Alkohol 
léste sich fast nichts (1,7 g) und hieraus konnte kein Meso- 
hamin gewonnen werden. Der in Alkohol unlésliche Teil wog 
21,5 g und hieraus konnte (aus einer Probe) leicht mit Hilfe 
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von Eisessigbromwasserstoff krystallisiertes salzsaures Meso- 
porphyrin erhalten werden, dessen Vorliegen durch Uber- 
fiihrung in den bei 198° schmeizenden Kster sicher gestellt 
wurde. Eine weitere Probe wurde in der schon oft be- 
schriebenen Weise mit Bleisuperoxyd oxydiert und Methylathyl- 
maleinimid vom Schmelzpunkt 66--67° erhalten. 

III. Reduktionsversuche des Himatoporphyrins zum Mesoporphyrin 

durch Alkoholate. 

4 g Kalium wurden in 23 g absolutem Alkohol gelést und 
nach Zugabe von 2 g salzsaurem Hiimatoporphyrin 5 Stunden 
auf 175° im zugeschmolzenen Rohr erhitzt. Nach Erkalten 
des Rohres wurde der Inhalt mit Wasser herausgespilt und 
nach dem Ansduern mit Essigsiure der voluminése Nieder- 
sthlag abgesaugt. Dieser wurde in verdiinnter Natronlauge 
gelost, filtriert und durch Zusatz von wenig konzentrierter 
Natronlauge ein schwer losliches Natronsalz abgeschieden. 
Durch Umkrystallisieren aus heiBer 2,5°/oiger Salzsiure wurden 
0,15 g Porphyrin vom Aussehen des Mesoporphyrins erhalten. 
Dieses wurde durch Alkohol und Salzsaure in den Ester tiber- 
gefiihrt, der gegen 190° schmolz (statt 200°), also nicht rein 
war. Aus der Mutterlauge des salzsauren Salzes wurde durch 
Eintragen von Natriumacetat das freie Porphyrin isoliert und 
in der tiblichen Weise mit Bleisuperoxyd oxydiert. Hierbei 
wurden kleine Mengen von Methylathymaleinimid isoliert. 

Ein zweiter Versuch wurde mit Kaliummethylat bei 200° 
ausgefiihrt. Zu einer Lésung von 4 g Kalium in 16 cem Methyl- 
alkohol wurden 2 g fein gepulvertes salzsaures Himatoporphyrin 
gegeben und 3'/2 Stunden lang im zugeschmolzenen Rohr auf 
200° erhitzt. Die Verarbeitung war die gleiche wie eben be- 
schrieben, nur wurde auf die Isolierung des Porphyrins ver- 
zichtet, und die Gesamtmenge mit Bleisuperoxyd in der tiblichen 
Weise oxydiert. Es wurde eine kleine Menge von Methylathyl- 
maleinimid erhalten, das nach einmaligem Umkrystallisieren 
bei 67—68° schmolz. Der Mischschmelzpunkt mit synthetischem 
Imid ergab keine Depression. Die Reduktionsversuche des 
Hamatoporphyrins durch Alkoholate werden selbstverstindlich 
fortgesetzt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 2 
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Reduktion von Hamatoporphyrin durch Natrium- 
amalgam zur Leukobase und Riickoxydation zu kry- 
stallisiertem Himatoporphyrin. 


5 g reines Hamatoporphyrin wurden in 400 ccm Wasser 
unter Zusatz von 100 ccm Normalnatronlauge gelést und mit 
100 g 3°/oigem Natriumamalgam bis zur Farblosigkeit ge- 
schiittelt. Es wurde nun vom Quecksilber getrennt und 4 Tage 
lang ein kriaftiger Luftstrom durchgesaugt. Nach dieser Zeit 
hatte sich eine betrachtliche Menge Natronsalz abgeschieden, 
von dem abfiltriert wurde. Aus dem Filtrat wurden durch 
Zusatz von 30 ccm konzentrierter Natronlauge weitere Mengen 
von Natronsalz erhalten. Nach dem Auswaschen mit ver- 
diinnter Natronlauge wurden die vereinigten Natronsalze mit 
kalter 2,5°/oiger Salzséure digeriert und schnell filtriert. Nach 
kurzer Zeit schieden sich 1,45 g absolut einheitlich krystal- 
lisiertes Porphyrin ab, das durch Eigenschaften und Elementar- 
analyse als Himatoporphyrin erkannt wurde. 


0,3009 g Substanz gaben 0,6680 g CO, und 0,1733 g H,0. 
0.2465 » > >» 18,2 ccm N (18°, 716 mm). 
0,2850 » > >»  0,1235 g AgCl. 
C,,H,,0,N,Cl, (671,28). Ber.: C 60,78°/o H6,01°%o N 8,35°o Cl 10,56°/o. 
Gef.: C 60,55°o H6,44%0 N 8,06%0 (Cl 10,72°/o. 


IV. Aufspaltung von Hamin durch Kaliumathylat. 


50 g Kalium wurden in 290 cem absolutem Alkohol ge- 
lést und in einen eisernen Autoklaven von ca. 1 | eingefiillt. 
Nachdem 25 g fein gepulvertes Himin in diese Loésung ein- 
geruhrt waren, wurde der Autoklav verschlossen. Wie bei den 
friiheren Versuchen wurde im Olbad erhitzt; die einzelnen Daten 
liber Zeit, Temperatur und Druck sind aus der beiliegenden 
Tabelle (IV) zu ersehen. Nach 3stiindigem Erhitzen auf 225° 
wurde der Versuch unterbrochen und erkalten gelassen. Am 
niichsten Morgen betrug der Druck noch 25 Atmosphiaren. Die 
Bombe wurde jetzt gedffnet, der hellgelb gefirbte Inhalt aus- 
geschopft und mit Dampf eine reichliche Menge eines itibel- 
riechenden Oles abgetrieben. Das Ol wurde in Ather gelést, 
die Mutterlauge noch zweimal ausgeithert und in die vereinigten 
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‘itherischen Loésungen solange gepulverte Pikrinsdure eingetragen, 
bis sich nichts mehr léste. Jetzt wurde in Eis gestellt und als- 
bald begann die Krystallisation eines hellgelb gefarbten Pikrates, 
das nach dem Absaugen und Trocknen im Vakuum 2,5 g wog. 
Durch Umkrystallisieren aus 20 ccm Alkohol wurden 1,5 g reines 
Pikrat erhalten, das den Schmelzpunkt 95—-96° zeigte. Nach 
der Analyse lag das Pikrat eines Dimethyldiathylpyrrols vor. 
0,1838 g Substanz gaben 0,3413 g CO, und 0,1010 g H,O. 
0,2882 » > > 38,9 ccm N (17°, 722 mm). 
C,¢HeoN,0, (380,20). Berechnet: G 50,50°o H 5,30°% N 14,74%o. 
Gefunden: C 50,62°%o H 6,15°/o N 14,88°%o. 
Die Mutterlauge der Dampfdestillation wurde in der friiher 
beschriebenen Weise auf tetrasubstituierte Siure verarbeitet, 
bis jetzt ohne Erfolg. Auch bei einem neuen Versuch (V), bei 
dem die Temperatur bei 205° gehalten wurde, konnte keine Saure 
isoliert werden. Dies ist sehr auffallend; die Versuche zur 


Gewinnung der Saéure werden auf jeden Fall fortgesetzt. 


Tierversuche. 


Zu den Tierversuchen wurden wieder Meerschweinchen') 
bentitzt. Die Versuchsanordnung war die gleiche wie friher, 
d. h. die erste Belichtung wurde am Tage nach der 
Einspritzung vorgenommen, um etwaige anderweite durch die 
Injektion an sich hervorgerufene schaédigende Wirkungen aus- 
zuschliefien. 

0,2 g salzsaures Himatoporphyrin wurden in 16 ccm 
Wasser geldést, 4 ccm Normalnatronlauge zugegeben und mit 
4g Amalgam (3°/oig) zur Farblosigkeit reduziert. Die Halfte 
der Lésung wurde einem ca. 300 g schweren, gescheckten Meer- 
schweinchen am 31. Juli eingespritzt. Am andern Morgen wurde 
das vollig gesunde Tier von 9—11 Uhr dem Sonnenlicht aus- 
gesetzt, ohne daf irgend welche Erscheinungen auftraten. Abends 
bekam das Tier 0,05 g Haimatoporphyrin in schwach alkalischer 
Losung eingespritzt. Am 2. August wurde es von 9!°—105° Uhr 
bestrahlt. Es trat nur schwache Schwellung der Schnauze und 





1) Bei Abfassung der ersten Arbeit tiber Sensibilisierung war uns 
entgangen, dafs schon H. Pfeiffer (Abderhaldens biochem. Arbeits- 


methoden, Bd. 5, S. 562) diese Tiere fiir derartige Versuche verwandt hat. 
O* 
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der Augenlider ein, wahrend ein mit Hamatoporphyrin gleich 
behandeltes an Gewicht und Farbe ihnliches Kontrolltier nach 
2 stiindiger Belichtung die allerschwersten Erscheinungen zeigte. 
Die Schnauze war unformig geschwollen, das linke Auge ver- 
klebt, das rechte war noch schwach geOdffnet. Es traten Atem- 
beschwerden ein und das Tier wurde deshalb getotet. 

Aus Versuch I ergibt sich, dab auch Himatoporphyrin bei 
gescheckten Tieren gelegentlich weniger starke Erscheinungen 
hervorrufen kann, und wir spritzten deshalb bei den jetzt fol- 
genden Versuchen den Meerschweinchen am dritten Tage 
Hiimatoporphyrin ein, um uns zu tiberzeugen, daf diese Tiere 
sensibilisierbar waren. (Niheres geht aus den Versuchsprotokollen 
hervor.) 0,15 g salzsaures Himatoporphyrin wurden in 12 ccm 
Wasser, 3 ccm Normalnatronlauge mit 3 g 3°/oigem Natrium- 
amalgam zur Farblosigkeit reduziert und hiervon, 0,1 g ent- 
sprechend, einem 575 g schweren, gescheckten Meerschweinchen 
eingespritzt. Am andern Tage wurde es von 9!°—10*° bestrahlt. 
Es sprang ab und zu in die Hohe, zeigte aber sonst keinerlei 
besondere Erscheinungen. Am Abend desselben Tages bekam 
das vollig gesunde Tier 0,1 g salzsaures Hamatoporphyrin, geldst 
in 6 cem Wasser und 2 ccm Normalnatronlauge, eingespritzt. 
Am folgenden Morgen wurde das noch ganz normale Tier ab 8 ® 
belichtet. Schon um 10 Uhr lag es in den letzten Ziigen. 

Dieser Versuch zeigt eindeutig, daB die Leukobase des 
Hiimatoporphyrins am ersten Tage nach der Injektion keine 
sensibilisierende Wirkung hervorruft. Zur volligen Sicherung 
des Befundes wurden am 4. August 1913 vier moglichst gleich- 
artige Tiere mit Leukobase eingespritzt. Am 5. August wurden 
diese vollig gesunden Tiere von 8!5—10 Uhr bestrahlt. Zwei 
Tiere zeigten schwache Sensibilisation. Sie kratzten sich an 
den Ohren und sprangen ab und zu im Kifig umher, wahrend 
bei den andern beiden nichts zu bemerken war. Im diffusen 
Licht gingen die Symptome bei den erstgenannten Tieren (1 +- 2) 
schnell zuriick. Die beiden andern ganz normalen (3 + 4) Tiere 
bekamen am 5. abends je 0,1 g salzsaures Himatoporphyrin, 
in Alkali gelést, eingespritzt. Alle vier Tiere wurden am 6. August 
1 Stunde 40 Minuten belichtet. Die beiden Hiimatoporphyrin- 
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tiere (3 +- 4) zeigten schwere Erscheinungen und waren am 
Ende der Belichtung tot. Auch die beiden Leukobasentiere 
zeigten gegen Ende der Belichtung bedrohliche Erscheinungen, 
erholten sich dann aber im diffusen Licht wieder ziemlich. Am 
andern Morgen waren beide Tiere scheinbar normal, nur 
eines hatte noch geschwollene Augenlider. Am 7. 8. schien die 
Sonne héchstens 10 Minuten, aber es geniigte, um bei beiden 
Tieren das typische Sensibilisierungsbild auszulésen. Sie kratzten 
sich wiitend und sprangen im Kéfig herum. Nach Verschwinden 
der Sonne waren beide Tiere bald wieder voéllig normal. Tier I 
wurde jetzt geschlachtet und die Gallenblase auf Himatopor- 
phyrin untersucht. Der Farbstoff konnte jedoch nicht nach- 
gewiesen werden. Das Ubrig gebliebene Tier Ill zeigte am 
10. 8. eine enorme Empfindlichkeit der Ohrmuscheln. Die 
Ursache war Gangriin des Ohres und zwar war gut ein Drittel 
jedes Ohres im Absterben begriffen. Am 12. 8. starb das Tier. 

Nach diesen Versuchen konnte es wohl keinem Zweifel 
mehr unterliegen, da die Leukobase des Himatoporphyrins erst 
nach laingerem Verweilen im Organismus zur Wirkung gelangt. 

Nun konnte immer noch der Einwand gemacht werden, 
dai die starke Wirkung des Hamatoporphyrins in diesen Ver- 
suchen durch Kumulation bedingt sei, hatten diese Tiere doch 
vorher auch schon Leukobase erhalten. Es wurden deshalb noch- 
mals sechs gleichartige Tiere ausgesucht und vier am 8. 8. mit 
Leukobase eingespritzt. Am selben Tage wurden diese vier Tiere 
bei wechselndem Sonnenlicht bestrahlt, ohne da eine Ein- 
wirkung erfolgt wire. Am folgenden Tage wurden die beiden 
iibrig gebliebenen Tiere (5 -+-6) mit der gleichen Menge Hamato- 
porphyrin eingespritzt. An diesem Tage schien ab 3'/2 Uhr nach- 
mittags die Sonne sehr schén, und es zeigte sich nun zwischen 
den sechs Meerschweinchen ein eklatanter Unterschied. 
Die Himatoporphyrintiere zeigten nach kurzer Zeit schwere Er- 
scheinungen, kratzten sich unaufhérlich, sprangen in die Hohe 
usw. Bei den Leukobasentieren waren drei gleichfalls sensi- 
bilisiert, aber die schweren Erscheinungen wie die Hamato- 
porphyrintiere zeigten sie nicht. Am 10. wurden sidmtliche 
geschlachtet; bei den Hamatoporphyrintieren konnte,  ent- 
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sprechend den Beobachtungen O. Neubauers') beim Kaninchen, 
in der Gallenblase, ebenso wie im Kot der Farbstoff spektro- 
skopisch leicht nachgewiesen werden. Bei den Leukobasen- 
tieren gelang der Nachweis nicht. Auffallend war, daB die 
Gallenblase der Hamatoporphyrintiere an Volumen mindestens 
dreimal so groB war, wie die der Leukobasentiere. Im Kot 
der letzteren konnte tibrigens am vorhergehenden Tage Himato- 
porphyrin spektroskopisch nachgewiesen werden. 

Zusammenfassend ist zu bemerken, dab die Leukobasen 
des Meso- und Himatoporphyrins im Gegensatz zum Hamato- 
porphyrin erst am Tage (bezw. zwei Tage) nach der In- 
jektion sensibilisierend wirken. Die schweren Gifterscheinungen 
des Hiimatophyrins sind nicht zu beobachten, wahrscheinlich 
weil die Oxydation zum Farbstoff nur allmahlich erfolgt. 


I. 


25 g Hamin, 200 ecm Methylalkohol (abs.), 
50 g Kalihydrat rein und 15 ccm Wasser. 
































Zeit | Temp. Druck | Olbad | Zeit | Temp. | Druck | Olbad 
94 | 1209 | 5 | 200° | 115 | 295° | 49 2639 
1003 | 150° | 11 | 242° | 19 | 9959 | 49 | 264 
1015 | 170° | 17 | 258° | 145 | 295° | 49% | 2649 
1030 | 190° | 26 2709 | 2 2259 | 491, | 264° 
104 | 210° | 38 | 278° | 215 | 2950 | 49 | 264° 
11 2209 | 45 275° | 230 | 2259 | 50 264° 
1115 | 2959 | 48 2709 | 245 | 22959 | 50 264° 
1190 | 225° | 48% | 265° | 3 225° | 50 265° 
114 | 225° | 48% | 265° | 315 | 925° | 50% | 265° 
12 | 295° | 48%] 264° | 390 | 995° | 54 265 ° 
1215 | 225° | 48% /| 265° | 345 | 225° | of 2659 
1230 | 225° | 48% | 265° | 4 225° | 51 266° 
1245 | 2959 | 48% | 265° | 415 | 22959 | B14, | 266° 
1 | 2259 | 49 | 2640 














') Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 43, S. 456. 
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Il. 


25 g Haimin, 290 g Athylalkohol abs., 50 g Kalium. 
— aes rr TS a aS i a 




















Zeit | Temp. | Druck | Olbad | Zeit | Temp. | Druck | Olbad 
1015 | 143° | 5 | 2402 | 115 | 175° | 12% | 218° 
108% | 1609 | 7 | 250° | 18 | 175° | 12% | 2199 
1045 | 1729 | 9 | 245° 145 | 175° | 143 220° 
11 175° | 10 | 238° | 2 | 175° | 13% | 219° 
1115 | 17529) 10 | 2259 | 215 | 175° | 14 2200 
1130 | 1759 | 11 | 2259 | 230 | 175° | 44 218° 
114 | 1759 | 11 | 220° | 24 | 175° | 14 | 2199 
12 175° | 11 | 220° 3 175° | 15 22) 
1215 | 175° 11 | 220° 3 15 175'/2°| 15 22() 
123 | 1759 | 12 | 218° | 330 | 1759 | 15% | 2199 
12 45 | 175° | 12 | 220° | 34 | 175° | 46 220)9 
1 | 175° | 12% | 2209 | 4 175° | 16% | 220° 
Ill. 


25 g Hamin, 200 g Methylalkohol, 72 g Atzkali, 15 g Wasser. 
= LL —_—————_————_————_= 



































Zeit | Temp. | Druck | Olbad | Zeit | Temp. Druck | Olbad 
104 | 120° | 5 | 2209 | 2 225° | 45 | 2720 
11 140° | 8 | 240° | 215 | 225° | 45 273° 
1115 | 160° 13 | 255° | 230 | 2959 | 45% | 274° 
1130 | 180° | 20 | 2639 | 245 | 225° | 46 2749 
1145 | 196° | 27 | 2809 | 38 225% | 47 274° 
12 2199 | 41 | 295° | 315 | 225° | 47%, | 2740 
1215 | 2250 44 280° 3 30 225° | 47, | 274 
1230 | 225° | 44 | 270° | 345 | 2259 | 47% | 2749 
1245 | 225° | 44 2719 | 4 225° | 47%, | 275° 
1 2259 | 44 | 2739 | 415 | 2250 | 47" | 275° 
115 | 225° | 45 | 2749 | 480 | 225° | 47'/, | 275° 
130 | 225° | 45 | 27389 | 44 | 2259 | 48 | 275° 
145 | 2959 | 45 | 272° | 5 2259 | 48 | 2750 
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IV. 


25 g Himin, 50g Kalium, 290 g Athylalkohol. 
a, 











Zeit | Temp. | Druck | Olbad | Zeit | Temp. | Druck | Olbad i 
s | 155° | 6 | 240° | 10 226° | 77 | 265° 
815 | 165° 8 250° | 1015 2250 80 267° 

gs | 186° | 13 | 264° | 1030 | 2250 83 | 267° 
84 | 205° | 23 | 270° | 1045 | 225° | 86 | 268° 
g5 | 210° | 98 | 270° | 41 2250 89 | 268° ; 
9 220° | 39 | 277° | 1115 | 225° 92 | 267° 
g10 | 225° | 52 | 275° | 1130 | 2959 94 | 267° ( 
gis | 225° | 57 | 272° | 1145 | 2250 95 | 266° | 
930 | 2989 | 67 | 2720 | 42 225° | 96 | 266° | 
94 | 297° | 73 | 265° | 1215 | 2250 97 | 266° 






































V. 
25 g Hiimin, 50 g Kalium in 290 g Athylalkohol. 

Zeit | Temp. | Druck Olbad Zeit Temp. | Druck | Olbad | 
935 | 130° 3 | 220° | 1 205° | 47 253° 

943 | 140° 5 230° 115 | 205° 471/, | 252° 

958 | 150° 6 240° 130 | 205° 48 251° 

10 160° | 7 250° 145 | 205° 49 251° 

1015 | 180° 11 260° 2 205° 49 253° 

10 30 190° 15 265° 2 15 205° 51 252° 

1045 | 200° 20 268° 230 | 205° 52 253° 

11 202° 25 260° 245 | 205° 521/2 | 251° 

11 15 205° 30 260° 3 2041/2°| 52t/e | 253° 

1130 | 205° 35 255° 315 | 205° 52'/2 | 253° : 
114 | 205° | 38 | 253° | 330 | 2041/2°| 53 252° 
12 205° | 41 253° 345 | 205° 54 254° 
1215 | 205° 42 253° 4 205° 54/2 | 254° 
1230 | 205° 44 253° 415 | 205° 55 253° 
1245 | 205° 46 253° 


























Am anderen Morgen noch 21 Atmosphiren Druck. 











Zur Bestimmung von UrineiweiB auf zentrifugalem Wege. 
Von 


Casimir Strzyzowski. 





Mit einer Abbildung im Text, 





(Aus dem Universitats-Laboratorium fiir physiologische und gerichtliche Chemie 
in Lausanne.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1913.) 


1. Einleitung. 


Wie andere Untersucher,!) so glaubte auch ich von der 
Annahme ausgehen zu diirfen, daB es geniige, den Eiweibgehalt 
eines Harns gewichtsanalytisch zu ermitteln, um dann aus den 
mit der Esbachschen Lésung bei diesem Harn gefundenen 
Niederschlagsmengen Standardzahlen fiir Eiweifibestimmungen 
auf zentrifugalem Wege zu erzielen. 

Aus einer Reihe mittels Elektromotor-Zentrifugen und sehr 
genau graduierter Zentrifugier-Sedimentgliser angestellter Ver- 
suche zeigte es sich jedoch bald, daB ungeachtet der Einhaltung 
sehr genauer einheitlicher Umlaufszeit- und Geschwindigkeits- 
faktoren die vorgenannte theoretische Voraussetzung nicht zutraf. 

Wurden namlich die auf diese Weise erhaltenen Standard- 
zahlen mit denjenigen, die man mit neuen Harnen gewann — 
von denen der Eiweifgehalt wie vorhin zuvor gewichtsana- 
lytisch ermittelt worden ist — verglichen, so kamen bisweilen 
so grofe Differenzen zum Vorschein, dai ich mehrere Male 
glaubte, die Versuche ein fiir allemal einstellen zu miissen. 
Dies um so mehr, als es nicht selten vorkam, da ein Harn, 
wenn er friih morgens zentrifugiert wurde, einen betriichtlich 
hoheren Eiweifbgehalt aufwies als beim Zentrifugieren am Nach- 
mittage, und auch die bei Verdiinnungen erzielten Resultate 
haufig genug untereinander keineswegs tibereinstimmten. 

Eine Erklirung fiir diese Abweichungen war nicht sofort 
zu finden. Erst bei langerem Studium derselben konnte fest- 
gestellt werden, dafi die Ursachen davon rein physikalischer 





1) K. Braungard, Chem.-Ztg., Bd. 33, S. 942, 1909. 
*  Aufrecht, Deutsche med. Wochenschr., Bd. 35, S. 2018, 1909. 
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Natur waren und da§ das Volumen eines zentrifugierten Eiweif- 
niederschlages nicht blof{ von der Umdrehungsgeschwindigkeit 
und dem Zeitabschnitte der Schleuderung abhangt, sondern 
auch zu der Rotationstemperatur und der Dichte der Fliissig- 
keit, in welcher der Niederschlag hervorgerufen wurde, in 
engem Verhiltnisse steht. 

Diese Erfahrungen berechtigten zur Aufstellung der fol- 
genden Siitze. 

1. Bei gleicher Achsendrehung und gleicher Tem- 
peratur wiaichst das Volumen des Niederschlages mit 
der Fliissigkeitsdichte. 

2. Bei gleicher Achsendrehung und gleicher 
Fliissigkeitsdichte steht das Volumen des Nieder- 
schlages im umgekehrten Verhaltnisse zu der Tem- 
peratur. 

AuBerdem iibt aber noch die Entfernung des Sediment- 
glases von der Rotationsachse selbst einen, wenn auch ge- 
ringen, so doch merkbar verringernden Einflu8 auf das Volumen 
des Eiweifniederschlages aus. Diese Verringerung, die pro- 
portional zu dem Umfang des Kreises ist, welchen der verengte 
Anteil des Zentrifugierglases zu durchlaufen hat, kann indessen 
bei unserer gegenwiartigen, ziemlich konstanten Zentrifugier- 
Aluminiumhiilsenapparatur tibersehen werden. 

Zuletzt will ich noch hervorheben, da’ es durchaus nicht 
gleichwertig war, ob ein Eiweifniederschlag sofort nach der 
ersten Minute seines Entstehens oder erst viel spater zentri- 
fugiert wurde. Die feinen Teilchen, aus denen das initiale 
Gerinnsel besteht, vergrOfern sich naémlich mit der Zeit zu 
groberen Suspensionen, die dem zentrifugierten Eiwei8nieder- 
schlag ein um so gréferes Volumen erteilen, je spater ge- 
schleudert worden ist. 

Aus alledem geht somit hervor, daB bei einer wissen- 
schaftlich begriindeten zentrifugalen EiweiBbestimmung, die mit 
der gewichtsanalytischen die Wage halten soll, mit allen vor- 
genannten Faktoren zu rechnen war und Normen fiir dieselben 
geschaffen werden muften. Ich ging hierbei wie folgt vor und 
bediente mich der nachstehenden Apparatur. 
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II. Apparatur. 

1. Zentrifugen und Tourenzahler. Da Handzentri- 
fugen sich fiir diese EiweiBbestimmung nicht eigneten, so kamen 
bloB Elektromotor-Zentrifugen in Verwendung.!) Zwecks Er- 
mittelung deren Umdrehungszahl bediente ich mich des bekannt- 
lich recht billigen und praktischen Tourenziihlers «Reform».?) 
Von anderen Geriten, namentlich von Fliissigkeitstourenzihlern, 
wurde ginzlich abgesehen, weil die Dichte der Fliissigkeit 
(Glycerin?), die sie enthalten, mit der Temperatur wechselt 
und Differenzen von 50 Touren in der Minute leicht tibersehen 
werden k6nnen. 

Als Norm fiir die Geschwindigkeit wurden 2000 Minuten- 
touren angenommen. Die Umlaufsdauer betrug bei jeder Be- 
stimmung genau 15 Minuten, so da die gesamte Tourenzahl 
bei einer Eiweifermittelung auf 30000 bezw. der von der 
Zentrifuge durchlaufene Weg bei einem Umfang von 0,993 m 
auf etwa 29,7 km zu stehen kam. Selbverstandlich gelingt 
es selten, die Zentrifuge genau auf 2000 Minutentouren ein- 
zustellen. Gewodhnlich st6Bt man auf 1990 bezw. 2015 Touren. 

Die wahrend der Feststellung der weiter unten tabella- 
risch angefiihrten Standardzahlen in Anwendung gekommenen 
fiuBersten Umlaufzahlen schwankten zwischen 1989 und 2036 
pro Minute. Zwecks strengerer Kontrolle wurde auferdem 
noch bei jeder Eiweibbestimmung — von denen stets gleich- 
zeitig vier ausgefiihrt werden kénnen — wihrend der 15 Mi- 
nuten dauernden Zentrifugierung die Zahl der Touren von der 
8. Minute an noch einmal gemessen. Dies geschah vermége 
eines 60 Sekunden langen Anlegens des vorerwahnten Touren- 
zahlers auf die Rotationsaxe. Ein zu starkes Aufdriicken 





1) Diejenigen, deren ich mich bediente, wurden mir von der Firma 
Franz Hugersho/ff in Leipzig geliefert. Selbstverstandlich hatte ich 
an denselben das etwa 2'/: kg schwere Metallgehinge durch das ge- 
wohnliche, kaum 100 g wiegende ersetzt, sowie noch andere kleine 


Abanderungen vorgenommen. 
*) Sehr gute Tourenzahler, die sofort die Zahl der Umlaufe an- 


zeigen, werden von der Firma Zivy & Cie., Instruments de précision, 
62bis, Rue Demours, Paris, geliefert. Natiirlich sind dieselben auch ent- 


sprechend teurer. 
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dieses letzteren wurde absichtlich vermieden, weil dadurch 
eine momentane Verlangsamung im Rotieren eintritt und das 
Ergebnis der Tourenermittelung unrichtig ausfallt. 


Postulat betreffs der Vervollkommnung 
analytischer Zentrifugen. 

Zum Schlusse méchte ich noch ganz besonders hervorheben, daf 
es fiir die weitere Entwickelung der noch verhaltnismafig jungen quan- 
titativen Analyse auf zentrifugalem Wege recht wiinschenswert wire, 
wenn die Zentrifugenfabriken die Elektromotorzentrifugen direkt mit ein 
fiir allemal angebrachten, recht genauen Tachometern in Verbindung setzen 
wiirden, wie dies in einzelnen Fachern der Maschinenbauindustrie, z B. 
bei gewissen Transmissionen, schon langst eingefiihrt ist. Durch eine 
solche Ausstattung wiirde das zeitraubende Anlegen von Tourenzahlern 
auf die Rotationsaxe wegfallen und ein Blick auf die Apparatur geniigen, 
um zu erfahren, wie viel Umlaufe die Zentrifuge in dem Momente macht. 

Ferner wiirde es sich empfehlen, die Zentrifugen mit Thermo- 
metern zu versehen, sowie eine Minutenuhr mit Signalgelaéute (nach dem 
Prinzip der Eieruhren) beizufiigen. 


2. Zentrifugier-Sediment-Mefgerat. Als solches ver- 
wandte ich den anderweit ausftihrlich beschriebenen Sediment- 
messer,!) der kein Albuminimeter ist, sondern ein fiir samtliche 
Niederschlage (organischer oder anorganischer Beschaffenheit), 
deren Messung sich auf zentrifugalem Wege ausfiihren laBt, be- 
stimmter Universalapparat. Letzterer, der neulich auch schon von 
O. Sammet?) zur Messung von Acetonquecksilbersulfatnieder- 
schlag bei zentrifugieranalytischen Acetonbestimmungen im Harn 
verwandt wurde, wird von Franz Hugershoff in Leipzig her- 
gestellt und zeichnet sich durch die nachstehenden Vorziige aus. 

1. Peinlichst genaue Teilung auf !/100 ccm. 

2. Boden horizontal, wodurch ein exaktes Ablesen 
selbst kleinster Zentrifugier-Sediment-Zylinder bei 
Zuhilfenahme einer Lupe ermOglicht wird. 


') GC. Strzyzowski, Uber einen neuen Zentrifugier-Sediment-Pri- 
zisions-Messer. Ein Beitrag zur Vervollkommnung der Mefinstrumente 
fiir quantitative Bestimmungen, namentlich fiir Harn-, Blut- und Nahrungs- 
mittel-Untersuchungen, sowie fiir bakteriologische Zwecke. Schweiz.Wochen- 
schrift f. Chem. u. Pharm., Nr. 33, 1912. 

*) O. Sammet, Beitrag zur quantitativen Bestimmung des Acetons 
im Harn (Laboratorium Prof. Dr. Winterstein, Technische Hochschule, 
Ziirich), Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 222, 1913. 
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3. Grobe Resistenz der Zentrifugier-Sediment- 
Messer, deren Boden in einer Metallhiilse einge- 
preBt ist. 

Fiir die Messung von Eiweif- und anderen Niederschligen 
empfiehlt es sich, Glaser mit eingeriebenem Kugelgriff-Stopfen 
zu beniitzen. Ich selbst gebrauche nur solche (s. Abb. 1). 












f < , 
(Sever & FF 
, > 
ce Charras’ i 


st 





ha Aoetinee’ a 
3 4. 


) eRERY = 


4 
— 


"V2 
Sis, Bla 


as Phas a 




















. Va 


Va 





! ~ a 


Abbild. 1. Zentrifugier-Sediment-Prizisions-Messer mit Statif und Teilung 
auf '/so cem. Die Kalibrierung der gegenwirtigen Apparatur wird auf 
‘/too com ausgefihrt. 


Da nun aber diese Sediment-Messer etwas hoher sind 
als unsere gewOdhnlichen Aluminiumhiilsen fiir Zentrifugier- 
zwecke und beim Schleudern an die Wolbung des _ horizon- 
talen Hiilsenhalters anschlagen wiirden, so miissen die 14 mm 
breiten verwickelten Metallringe, auf denen die Hiilsen sitzen, 
zuvor entfernt werden oder, besser, man liifit unter Beibehaltung 
der Hiilsenringe von einem Mechaniker einen Hiilsenhalter mit 
etwas léngeren Armen anfertigen. 
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Bei meiner Schleudermaschine betrug der Radius bezw. 
der Abstand von der Rotationsachse bis zu der horizontal- 
gestreckten Hiilsenspitze 158 mm. 


III. Vorbereitung des Harnes fiir die zentrifugale Eiweiibestimmung. 


1. Einstellung des Harnes auf das spezifische 
Gewicht 1,030. 


Da die Hihe bezw. das Volumen des zentrifugierten Ei- 
weifzylinders in geradem Verhialtnisse zu der Harndichte steht, 
so mute, zwecks Erzielung genauer Ergebnisse, auch hier 
ein einheitliches RichtmafhB angenommen werden. 

Nun kommen bekanntlich bei Albuminurien Harndichten 
mit tiber 1,030 éiuferst selten vor. Dieselben liegen gewohnlich 
zwischen 1,010 und 1,025. Ich hatte deshalb das spezifische 
Gewicht 1,030 als Einheitsdichte gewihlt. Man gelangt zu 
derselben durch Kochsalzzusatz in dem in der nachstehenden 
Tabelle angefiihrtem Verhiiltnisse. ') 














Das angetroffene natiirliche | NaCl-Menge, die pro 100 ccm zugesetzt 

spez. Gewicht werden muf, um dem Eiweifharn das 

des Eiweifharns einheilliche spez. Gew. 1,030 zu erteilen 
1,010 2,85 g 
1,011 2,71 » 
1,012 2,57 » 
1,013 2,43 » 
1,014 2,29 » 
1,015 2,16 >» 
1,016 2,02 » 
1,017 1,88 » 
1,018 1,74 » 
1,019 1,60 » 
1,020 1,47 > 
1,021 1,33 » 
1,022 1,19 > 


') Betraigt die Dichte ausnahmsweise mehr als 1,030, so verdiinnt 
man den Eiweifharn mit dem gleichen Volumen eines anderen, wenig 
dichteren eiweiffreien Harns, ermittelt das neue spez. Gewicht und ver- 
setzt mit der erforderlichen Menge NaCl bis auf 1,030. 
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Fortsetzung. 
TE 
Das angetroffene natiirliche | NaCl-Menge, die pro 100 ccm zugesetzt 





spez. Gewicht | werden muf, um dem Eiweifharn das 
des Eiweifharns | einheitliche spez. Gew. 1,030 zu erteilen 

1,023 | 1,05 ¢ 

1,024 | 0,92 » 

1,025 | 0,78 » 

1,026 | 0,64 » 

1,027 | 0,50 » 

1,028 | 0,37 > 

1,029 | 0,23 » 


Daf durch diesen Kochsalzzusatz der Harn an Volumen 
zunimmt und somit der prozentuale Eiweifigehalt eine Ver- 
minderung erleidet, liegt auf der Hand. Diese leicht zu korri- 
gierende Abweichung ist indessen sehr klein und praktisch 
belanglos. Sie betrigt z. B. bei einem Harn mit 1°/oigem 
Eiweifgehalt, dessen spezifisches Gewicht von 1,010 auf 1,030 
gebracht wurde, kaum 0,0079°/o, da doch ein Zusatz von 
2,85 g Kochsalz zu 100 ccm Harn bei 15° eine Volumen- 
zunahme') von ldchstens 0,8 ccm bewirkt. 


2. Zusatz einer Zinksulfatlésung (spez. Gew. 1,3000). 


Wiirde man den so auf das spezifische Gewicht 1,030 
eingestellten Harn ohne weiteres mit Esbachschen Reagens 
versetzen und zentrifugieren, so bekame jeder Teilstrich 
(= 0,01 ccm) des Zentrifugier-Sediment-Messers einen zu 
hohen Eiweifwert. Hierdurch wiirde den unvermeidlichen 
Schwankungen bezw. Ergebnisabweichungen zweier Bestim- 
mungen desselben Harns ein zu grofer Spielraum gelassen 
werden. Um dies nun zu verhiiten, mufte die Dichte des 
Milieus, in welchem der Eiweifniederschlag zustande kommt, 
noch bedeutend vergréfert werden. Dies geschah durch Zu- 
satz von entsprechend konzentrierten MgCl,-, MgSO,-, NH,NO,- 
bezw. ZnSO,-Lésungen. Unter diesen hatte sich die Zink- 
sulfatl6sung am besten bewahrt. Sie erhdht nebenbei bis zu 
einem gewissen Grade das Fallungsvermégen des Esbachschen 
Reagens und hat die nachstehende Zusammensetzung. 





1) Nach erfolgter Lésung und Freiwerden saimtlicher Luftblasen. 
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ZnSO, + 7H,O. .. 112,3 ¢g 
Wasser ..... . 100ccm 
a ee ee 3 ccm. 
Nach erfolgter Lésung wird bei 15° mit Wasser auf 
200 ccm aufgefiillt. 
Die so zubereitete ZnSO,-Lésung soll bei der Dichte- 
bestimmung mit der Westphalschen Wage das spezifische 
Gewicht von 1,3000 aufweisen. 


IV. Vornahme der zentrifugalen EiweiBbestimmung. 


Ist die Elektromotorzentrifuge auf die erforderliche Rotations- 
geschwindigkeit eingestellt, ein Thermometer in ihrer néchsten 
Nihe gestellt, sowie alles Ubrige bereit, so kann die Eiweifbestim- 
mung ausgefiihrt werden. Hierbei wird wie folgt vorgegangen. 

Man pipettiert 5 ccm von dem sauren klaren Eiweifharn 
(spez. Gew. 1,030) in den Zentrifugier-Sediment-Messer, fiigt 2 cem 
von der ZnSO,-Lésung (spez. Gew. 1,300) hinzu, verschlieBt und 
schiittelt um. Hierbei bleibt bei nur geringem Eiweifgehalt die 
Fliissigkeit klar, wahrend sie bei einem gréBeren opalesciert. Nun 
laBt man 3 ccm Esbachsche Lésung!) langsam auf die Ober- 
fliche der durchmischten Fliissigkeit flieBen, schiittelt 5 mal hin 
und her sanft um und _ schleudert nach Ablauf einer 
Minute bei 2000 Minutentouren wahrend 15 Minuten. 

Zieht man hierbei vor, noch eineKontrolle der in Anwendung 
gekommenen Umdrehungsgeschwindigkeit vorzunehmen, so ist 
eine solche erst von der 8. Laufminute auszufiihren. Man no- 
tiert alsdann die Temperatur, bei welcher geschleudert wurde, 
und liest mittels einer Luppe die Héhe des entstandenen Ei- 
weifzylinders ab. Die Ablesung hatte ich stets sofort vorge- 
nommen, da spiiter, falls der Zylinder hoch war, dessen 
elastischer Beschaffenheit wegen eine geringe meist kaum 
1/100 eem ausmachende Verschiebung nach oben stattfindet. 

Sind die vorgenannten Fliissigkeiten genau abpipet- 
tiert und die Geschwindigkeits- sowie die Zeitabschnitte 
richtig eingehalten worden, so ergibt sich der exakte 
prozentuale Eiweifgehalt aus der nachstehenden Tabelle. 


‘) 1 g Pikrinsaure -+- 2 g Citronensiure in heifem Wasser gelist 
und die Lisung bei 15° auf 100 ccm aufgefiillt. 





« : . . . ype 
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Volumen des Temperatur, bei welcher die Zentrifuge 
erzielten Eiweib- in den Stillstand gebracht wurde, 
niederschlags und der entsprechende prozentuale 
gee Wea. Eiweifgehalt des Harns 
Umlaufsdauer : j i. ei <i 
15 Minuten) 20° | 21° 22° | 38° 24° 25° 
0,01 ccm 0,006 | 0,0065} 0,007 | 0,007 0,008 | 0,0085 
0,02 » 0,012 | 0,0130| 0,014 | 0,0150, 0,016 | 0,0170 
0,03 >» 0,018 | 0,0195! 0,021 | 0,0225) 0,024 | 0,0255 
0,04 » 0,024 | 0,0260| 0,028 | 0,0300) 0,032 | 0,0340 
0,05 » 0,030 | 0,0325} 0,035 | 0,0375| 0,040 | 0,0425 
0,06 » 0,036 | 0,0390| 0,042 | 0,0450| 0,048 | 0,0510 
0,07 > 0,042 | 0,0455| 0,049 | 0,0525) 0,056 | 0,0595 
0,08 » 0,048 | 0,0520! 0,056 | 0,0600| 9,064 | 0,0680 
0,09 > 0,054 | 0,0585| 0,063 | 0,0675 0,072 | 0,0765 
0,10 >» 0,060 | 0,0650| 0,070 | 0,0750; 0,080 | 0,0850 
0,11 > 0,066 | 0,0715| 0,077 | 0,0825| 0,088 | 0,0935 
0,12 » 0,072 | 0,0780| 0,084 | 0,0900) 0,096 | 0,1020 
0,13 >» 0,078 | 0,0845} 0,091 | 0,0975) 0,104 | 0,1105 
0,14 » 0,084 | 0,0910| 0,098 | 0,1050| 0,112 | 0,1190 
015 >» 0,090 | 0,0975| 0,105 | 0.1125) 0,120 | 0,1275 
0,16 » 0,096 | 0,1040} 0,112 | 0.1200) 0,128 | 0,1360 
0,17 > 0,102 | 0.1105} 0,119 | 01275, 0,136 | 0,1445 
0,18 » 0,108 | 0,1170| 0,126 | 0,1350|) 0,144 | 0,1530 
0,19 >» 0,114 | 01235} 0,133 | 01425) 0,152 | 0,1615 
0,20 » 0,120 | 0,1300| 0,140 | 0,1500| 0,160 | 0,1700 
0,21 > 0,126 | 0,1365| 0,147 | 0,1575) 0,168 | 0,1785 
0,22 » 0,132 | 0,1430| 0,154 | 0,1650| 0,176 | 0,1870 
0,23 » 0,138 | 0,1495| 0,161 | 0,1725) 0,184 | 0,1955 
0,24 » 0,144 | 0,1560} 0,168 | 01800) 0,192 | 0,2040 
0,25 » 0,150 | 0,1625| 0,175 | 0,1875) 0,200 | 0,2125 
0,26 » 0,156 | 0,1690| 0,182 | 0,1950| 0,208 | 0,2210 
0,27 >» 0,162 | 0,1755! 0,189 | 0,2025, 0,216 | 0,2295 
0,28 >» 0,168 | 0,1820| 0,196 | 0,2100| 0,224 | 0,2380 
0,29 » 0,174 | 0,1885| 0,203 | 0,2175| 0,232 | 0,2465 
030 >» 0,180 | 0,1950| 0,210 | 0,2250; 0,240 | 0,2550 
0,31 > 0,186 | 0,2015| 0,217 | 0,2325; 0,248 | 0,2635 
0,32 » 0,192 | 0,2080| 0,224 | 0,2400' 0,256 | 0,2720 
0,33 > 0,198 | 0,2145| 0,231 | 0.2475; 0,264 | 0,2805 
0,34 » 0,204 | 0,2210} 0,238 | 0,2550, 0,272 | 0,2890 
0,35 » 0,210 | 0,2275! 0,245 | 0,2625) 0,280 | 0,2975 
0,36 > 0,216 | 0,2340| 0,252 | 0,2700| 0,288 | 0,3060 
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Fortsetzung. 
Cn ——________________} 
Volumen des Temperatur, bei welcher die Zentrifuge 
erzielten Eiweih- in den Stillstand gebracht wurde, 
slates it und der entsprechende prozentuale 
FO st Eiweifigehalt des Harns 
Umlaufsdauer : yn aa ee ae | 7 
15 Minuten) 20 | 21° 22° | 23° | 24° 25° 
0,37 ccm 0,222 | 0.2405) 0,259 | 0,2775!| 0,296 | 0,3145 
0,38 >» 0,228 | 0,2470| 0,266 | 0,2850| 0,304 | 0,3230 
0,39 » 0,234 | 0,2535| 0,273 | 0,2925; 0,312 | 0,3315 
040 » 0,240 | 0,2600| 0,280 | 0,3000| 0,320 | 0,3400 
0,41 >» 0,246 | 0.2665} 0,287 | 0,3075| 0,328 | 0,3485 
0,42 » 0,252 | 0,2730| 0,294 | 0,3150) 0,336 | 0,3570 
0,43 » 0,258 | 0,2795| 0,301 | 0,3225| 0,344 | 0,3655 
0,44 » 0,264 | 02860) 0,308 | 0,3300} 0,352 | 0,3740 
0,45 » 0,270 | 0,2925| 0,315 | 0,3375;) 0,360 | 0,3825 
0,46 » 0,276 | 0,2990! 0,322 | 0,3450; 0,368 | 0,3910 
0,47 >» 0,282 | 0,3055} 0,329 | 0,3525) 0,376 | 0,38995 
0,48 >» 0,288 | 0.3120; 0,336 | 0,3600| 0,384 | 0,4080 
0,49 >» 0,294 | 0,3185| 0,344 | 0,3675| 0,392 | 0,4165 
0,50 >» 0,300 | 0,3250} 0,350 | 0,3750; 0,400 | 0,4250 
0,51 » 0,306 | 0,3315| 0,357 | 0,3825| 0,408 | 0,4335 
0,52 » 0,312 | 0,3380| 0,364 | 0,3900; 0,416 | 0,4420 
0,53» 0,318 | 0,3445| 0,371 | 0,3975| 0,424 | 0,4505 
0,54 > 0,324 | 0,3510! 0,378 | 0,4050;} 0,432 | 0,4590 
0,55 » 0,330 | 0,3575 | 0,385 | 0,4125| 0,440 | 0,4675 
0,56 >» 0,336 | 0,3640! 0,392 | 0,4200| 0,448 | 0,4760 
0,57 >» 0,342 | 0,3705 | 0,399 | 0,4275| 0,456 | 0,4845 
0,58 » 0,348 | 0.3770) 0,406 | 0,4350| 0,464 | 0,4930 
0,59 » 0,354 | 0,3885) 0,413 | 0,4425| 0,472 | 0,5015 
0,60 > 0,360 | 03900) 0,420 | 0,4500| 0,480 | 0,5100 
0,61 >» 0,366 | 0,3965| 0,427 | 0,4575| 0,488 | 0,5185 
0,62 » 0,372 | 0,4030| 0,434 | 0,4650| 0,496 | 0,5270 
0,63 » 0,378 | 0,4095| 0,441 | 0,4725;) 0,504 | 0,5355 
0,64 » 0,384 | 0,4160) 0,448 | 0,4800| 0,512 | 0,5440 
0,65 » 0,390 | 0,4225) 0,455 | 0,4875| 0,520 | 0,5525 
0,66 >» 0,396 | 0,4290| 0,462 | 0,4950; 0,528 | 0,5610 
0,67 >» 0,402 | 0,4355| 0,469 | 0,5025; 0,536 | 0,5695 
0,68 » 0,408 | 04420!) 0,476 | 0,5100; 0,544 | 0,5780 
0,69 >» 0,414 | 0,4485| 0,483 | 0,5175| 0,552 | 0,5865 
0,70 >» 0,420 | 0,4550; 0,490 | 0,5250; 0,560 | 0,5950 
0,71 >» 0,426 | 0.4615) 0,497 | 0,5325| 0,568 | 0,6035 
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Volumen des 
erzielten Eiweif- 
niederschlags 
(Tourenzahl: 
2000 pro Minute ; 
Umlaufsdauer : 


Temperatur, bei welcher die Zentrifuge 
in den Stillstand gebracht wurde, 
und der entsprechende prozentuale 


Eiweifigehalt des Harns 

















| 
15 Minuten) 20° 21° ap° | 23° | 25° 
0,72 ecm 0,432 | 0,4680| 0,504 | 0,5400 0,576 | 0,6120 
0,73 >» 0,438 | 0,4745| 0,511 | 0,5475 0,584 | 0,6205 
0,74 » 0,444 | 04810} 0,518 | 0,5550, 0,592 | 0,6290 
0.75 > 0,430 | 0,4875 | 0,525 | 0,5625 0,600 | 0,6375 
0,76 >» 0.456 | 0,4940) 0,532 | 0.5700 0,608 | 0,6460 
0,77» 0,462 | 0,5005| 0,539 | 0,5775| 0,616 | 0,6545 
0,78 » 0,468 | 0,5070! 0,546 | 0,5850) 0,624 | 0,6630 
0,79 » 0,474 | 0,5135} 0,553 | 0,5925) 0,632 | 0,6715 
0,80 » 0,480 | 0,5200 | 0,560 | 0,6000 | 0,640 | 9,6800 
0,81 >» 0,486 | 0,5265 | 0,567 | 0.6075 0,648 | 0,6885 
0,82 >» 0,492 | 0,5330) 0,574 | 0,6150 0,656 | 0,6970 
0,83 > 0,498 | 0,5395 | 0,581 | 0,6225 0,664 | 0,7055 
0,84 » 0,504 | 0,5460! 0,588 | 0.6300 0,672 | 0,7140 
0,85 >» 0,510 | 0,5525/ 0,595 | 0,6375| 0,680 | 0,7225 
0,86 > 0,516 | 0,5590) 0,602 | 06450 0,688 | 0,7310 
0,87 >» 0,522 | 0,5655 , 0,609 | 0,6525 0,696 | 0,7395 
0,88 >» 0,528 | 0.5720 0,616 | 0,6600 0,704 | 0,7480 
0,89 >» 0,534 | 0,5785| 0,623 | 0,6675/ 0,712 | 0,7565 
0,90 >» 0,540 | 0,5850, 0,630 | 0,6750 0,720 | 0,7650 
0,91 >» 0,546 | 0,5915! 0,637 | 0,6825 0,728 | 0,7735 
0,92 » 0.552 | 0.5980! 0,644 | 0,6900, 0,736 | 0,7820 
0,93» 0,558 | 0,6045/ 0,651 ! 0.6975 0,744 | 0,7905 
0,94 » 0,564 | 0,6110 0,658 | 0,7050, 0,752 | 0,7990 
0,95 >» 0,570 | 0,6175| 0,665 | 0,7125 0,760 | 0,8075 
0,96 > 0,576 | 0,6240| 0,672 | 0,7200) 0,768 | 0,8160 
0,97 > 0,582 | 0,6305) 0,679 | 0,7275 0,776 | 0,8245 
0,98 >» 0,588 | 0,6370 0,686 | 0,7350, 0,784 | 0,8330 
0,99 >» 0,594 | 0,6435 0,693 | 0,7425 | 0,792 | 0,8415 
1,00 > 0,600 | 0,6500/ 0,700 | 0,7500, 0,800 | 0,8500 





Beim fliichtigen Durchsehen der 
kénnte man glauben, die vorgenannte Methodik geniige blob 
fiir einen EiweiSgehalt bis héchstens 6°/oo bezw. 8,5°/oo. Dem 


ist nun aber nicht so. 


vorstehenden Tabelle 


3* 
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Im Falle, daB bei einem Harn der zentrifugierte Eiweif- 
niederschlag das Volumen eines Kubikzentimeters tibertrifft — 
somit mehr als 6°/o0 bezw. 8,5°/oo Eiweifs vorliegen —, wird 
behufs Feststellung des exakten Albumengehalts der fragliche 
Harn zuvor mit seinem einfachen bezw. doppelten Volumen eines 
eiweibfreien Harns (spez. Gew. 1,030) verdiinnt und dieser Ver- 
diinnung bei der Feststellung des Ergebnisses Rechnung getragen. 


V. Belege und Kontrollen. 


Die Aufstellung der vorgenannten Tabelle fuBt auf einer 
Reihe von 48 gewichtsanalytischen EiweiBbestimmungen, die mit 
Harnen von verschiedenen Kranken vorgenommen wurden. ') 
Als Beleg fiir die gute Ubereinstimmung der Resultate der 
Zentrifugiermethodik mit jenen des gewichtsanalytischen Ver- 
fahrens mégen die nachstehenden Befunde angefiihrt werden. 
Vorangehen lassen will ich bloB noch, daf bei den gewichtsana- 
lytischen Ermittelungen von Eiweif stets 2, selten 3 Bestimmungen 
bei jedem einzelnen Harn vorgenommen wurden, sowie dab die 


nachstehend angefiihrten Ergebnisse das Mittel davon bilden. 
nn EE________E_________________________________y 

















Der gewichtsanalytische Eiweifbefund | Der zentrifugale Eiweifbefund 
in °%o in %/o 
0,026 0,028 
0,041 0,0375 
0,0525 0,048 
0,0867 0,090 
0,1312 0,123 
0,205 0,195 
0,295 0,3075 
0,347 0,325 
0,3937 0,427 
0,441 0,476 
0,515 0,507 
0,593 0,645 
0,610 0,6175 
0,735 0,6975 





') Fiir die Uberlassung des fiir diese Versuche nétig gewesenen 
Urinmaterials spreche ich auch hier meinen Kollegen, den Herren Pro- 
fessoren Dr. Bourget, Vorstand der medizin. Klinik, und Dr. Rossier, 
Vorstand der gynakologischen Klinik an der hiesigen Universitit, meinen 
besten Dank aus. 
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Bei etwaigen Kontrollen dieser Ergebnisse kann selbst- 
verstandlich nur menschliches Eiweifi bezw. Harneiweif in 
Betracht kommen. Dasselbe muff frisch sein. Mehrere Tage 
alte schlecht aufbewahrte Harne kénnen bereits merkbare 
Unterschiede veranlassen. Bei richtiger Einhaltung der Methodik 
diirfen die Ergebnisse unter sich je nach dem weiter unten 
angefiihrten Eiweifigehalte héchstens um -+ 0,005°/o bis 
0,065 °/o differieren, sowie auch mit denen des gewichtsanaly- 
tischen Verfahrens verglichen die nachstehenden Maximal- 
Differenzen nicht iiberschreiten. 














Eiweifigehalt Prozentuale Maximaldifferenz 
Von 0,025°/o bis 0,05 °/o + 0,005 
> 0,05°o » 0,10%o + 0,01 
> 0,10°/o » 0,30%o + 0,03 
> 0,30°%o » 0,50%o + 0,05 
Uber 0,5 °Jo + 0,065 





VI. SchluBfolgerungen. 


Wie aus dem bisher Gesagten hervorgeht, ist das zentri- 
fugale EiweiBbestimmungsverfahren durchaus nicht kompliziert 
und beansprucht alles in allem hédchstens 30 Minuten. Ein 
grofer Vorteil ist, daB mit demselben 4 quantitative Bestim- 
mungen gleichzeitig ausgefiihrt werden kénnen. 

Es kann jetzt bereits mit Sicherheit vorausgesagt werden, 
dafi dieses verhiiltnismafig junge und noch wenig verbreitete 
Verfahren, bei welchem eine rationell angewandte Schleuder- 
maschine mit einem genau kalibrierten Sedimentmesser an 
Stelle der Wage treten, sich noch andere analytische Gebiete 
erschlieBen und auch fiir die Bestimmung anderer normaler 
bezw. pathologischer Harnbestandteile praktische Anwendung 
finden wird. Dafiir darf die vorher angefiihrte Sammetsche 
Arbeit!) bereits als ein vollkommener Beitrag angesehen werden. 





1) Siehe Fufnote O. Sammet, S. 28. 














Uber die Aufspaltung des Benzolrings im Tierkérper. 


II. Mitteilung. 
Verhalten der Muconsaure und des Benzols 
im Leberdurchblutungsversuch. 
Von 
Marie Hensel und Otto Riesser. 


‘Aus dem Institut f. mediz. Chemie und experimentelle Pharmakologie zu Kénigsberg, Pr.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1913.) 


Das Studium der Frage, wie sich die Aufspaltung des 
Benzolrings im Tierkérper volizieht, nahm seinen Ausgang von 
den Beobachtungen tiber das Schicksal der aromatischen Bau- 
steine des Eiweifes, des Tyrosins und des Phenylalanins. Durch 
die Arbeiten von Wolkow und Baumann!) sowie von Falta 
und Langstein?) wissen wir, dai diese Amidoséuren beim 
Alkaptonuriker ats Homogentisinséiure ausgeschieden werden, 
und H. Embden’) stellte fest, daf die Homogentisinsaure vom 
normalen menschlichen Organismus unter Aufspaltung des 
Benzolrings vollstandig verbrannt wird. Fir die wichtige Frage, 
imwieweit die Homogentisinséiure als ein normales Zwischen- 
produkt des Abbaus der aromatischen Amidosiuren zu gelten 
hat und wie sich ihr weiterer Abbau vollzieht, wurden die 
Untersuchungen von G. Embden, Salomon und Schmidt?) 
von Bedeutung. Diese Forscher wiesen nach, dai ebenso wie 
Tyrosin und Phenylalanin auch die Homogentisinséure im 
Durchblutungsversuch an der iiberlebenden Leber zu Acetessig- 
siure abgebaut wird. Baer und Blum») ergiinzten diese Be- 
funde durch den Nachweis, daB auch beim Diabetiker die Zu- 
fuhr von Tyrosin und Phenylalanin die Ausscheidung der 
Acetonkérper erhéht. Endlich hat Abderhalden®) kiirzlich 


') Diese Zeitschrift, Bd. 15, S. 228 (1891). [WS 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 581 (1904). | ro 
8) Diese Zeitschrift, Bd. 18, S. 304 (1893). Ry 


*) Hofmeisters Beitrige, Bd. 8, S. 152 (1906). 
5) Arch. f. experim. Pathol., Bd. 56, S. 96 (1907). 
6) Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 454 (1912). 
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eine normale Versuchperson beobachtet, die nach Zufuhr 
von 50 g Tyrosin Homogentisinséure, wenn auch nur in sehr 
geringer Menge, im Harn aufwies, wihrend allerdings Abder- 
halden selbst sogar nach 141 g Tyrosin keine Homogentisin- 
siure ausschied. Im allgemeinen gilt es heute als héchst 
wahrscheinlich, dafi der Abbau der aromatischen Amidosiuren 
im Organismus tiber die Homogentisinséure zur Acetessigsaure 
fiihrt. Doch sei ausdriicklich auf die abweichenden Anschau- 
ungen hingewiesen, die Wakeman und Dakin kiirzlich') 
entwickelt haben. Jedenfalls bleibt aber noch immer, von 
theoretischen Erérterungen abgesehen,*) vollig ungeklart, auf 
welchem Wege die Aufspaltung des Benzolrings erfolgt. 

Um so bedeutungsvoller mufte daher die von Jaffe im 
Jahre 1900 publizierte Entdeckung erscheinen, *) daB nach Ver- 
fiitterung von viel Benzol (2—3 g tiaglich) an Hunde und 
Kaninchen Muconsaure im Harn erscheint in der geringen 
Ausbeute von 0,2—0,3°/o. Die Muconsaure erwies sich als 
iiuBerst leicht verbrennlich. Nach Injektion von 1 g wurden 
nur Q,1°/o im Harn wiedergefunden. Mit dieser Entdeckung 
war zum erstenmal experimentell erwiesen, dafi der tierische 
Organismus auf oxydativem Wege den Benzolring glatt aufzu- 
spalten vermag: 

CH 
cH? cH 


+ 20, = COOH -CH = CH: CH = CH- COOH. 
C 


Hl / CH 
CH 
Die wichtige Frage, ob dieser Modus der Aufspaltung 
des Benzolrings allgemein dem Abbau der aromatischen Sub- 
stanzen im tierischen Organismus zugrunde liegt, hat Jaffe 
selbst noch untersucht, und schon in seiner ersten Mitteilung 
erwihnte er, daS es ihm nicht gelungen sei, nach Verfiitterung 





‘) Journ. of Biol. Chem., Bd. 9, S. 139 (1911). 


2) Vgl. G. Embden, Salomon und Schmidt, Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Path., Bd. 8, S. 153; Baer u. Blum, Arch. f. experim. Path., 
Bd. 56, S. 97, sowie Wakeman und Dakin, |. c. 


3) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 58 (1909). 
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von Tyrosin Muconséure im Harn nachzuweisen. In weiteren 
Versuchen, die durch seinen Tod unterbrochen wurden, hat 
Jaffe, wie uns bekannt ist, mit ebenfalls negativem Er- 
gebnis nach Verfiitterung von Phenol und von Homo- 
gentisinsdéure auf Muconsdure gefahndet. Es fehlt also 
vorldufig das Bindeglied zwischen Jaffes Befund und dem, 
was wir bisher von dem Abbau der aromatischen Amidosduren 
im Organismus wissen, und es bleibt festzustellen, inwieweit 
wir zu der Annahme berechtigt sind, dai dieser Abbau iiber 
die Muconsaure oder, was ebenfalls in Betracht zu ziehen ist, 
iiber ein Substitutionsprodukt der Muconsaure fiihrt. 

Fiir die Beurteilung dieser Frage schien es, worauf Herr 
Prof. Ellinger uns freundlichst aufmerksam machte, nicht ohne 
Wert, festzustellen, ob die Muconsaure im Durchblutungsversuch 
an der Leber Acetessigséure zu bilden vermag, wobei die Er- 
wigung maBgebend war, daf, wenn die Muconsdure iiberhaupt 
als ein Abbauprodukt der aromatischen Amidoséuren in Be- 
tracht kommt, sie ebenso wie diese und ebenso wie die 
Homogentisinséure zu den Acetessigséurebildnern gehéren muB. 

Unsere Aufgabe wurde erheblich erleichtert durch das 
kirzlich von Behrend und G. ten Doornkaat Koolman’) 
verOffentlichte neue, bequeme Verfahren zur Darstellung der 
Muconsaure. Wir haben in genauer Verfolgung der von diesen 
Forschern gegebenen Vorschriften die Muconséure dargestellt, 
wobei unsere Ausbeuten die von den Verfassern angegebenen 
Mengen meist nicht unerheblich wtbertrafen. Die Substanz 
war nach einmaligem Umkrystallisieren aus viel Wasser rein. 
F. 293°. 

Die Durchblutung der itiberlebenden Leber niichterner 
Hunde geschah im Apparat von Mandel in der im Embden- 
schen Laboratorium bewdhrten Ausfiihrung.?) In allen Einzel- 
heiten der Versuchsanordnung hielten wir uns an die von Embden 





') Liebigs Annalen, Bd. 394, S. 228 (1913). 
*) Herrn Prof. Embden sei auch an dieser Stelle herzlicher Dank 
ausgesprochen fiir die freundliche Einfiihrung in die Technik der Durch- 


blutung, die er mir in seinem Frankfurter Laboratorium gewihrte. 
Riesser. 
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und seinen Mitarbeitern eingehaltenen Versuchsbedingungen, 
so daB unsere Tabellen direkt mit denen von Embden ver- 
gleichbar sind. Als Durchstrémungsfliissigkeit dienten 1600 ccm 
Rinderblut, die Dauer des Versuchs war 60 Minuten. In je 
150 cem Blut wurde das Gesamtaceton bestimmt nach dem 
von Embden im Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 
Bd. Ill, 2, S. 913 und 915 angegebenen Verfabren. Dazu werden 
die 150 ccm Blut mit ebensoviel Wasser, 300 ccm 2°/oiger 
HCl und 300 ecm 5 °/o iger HgCl,-Lésung versetzt und im Destillat 
aus 400ccm des Filtrats das Aceton nach Messinger-Huppert 
bestimmt. Die in Kolonne 3a und 3b angegebenen Zahlen 
fiir die verbrauchten Kubikzentimeter !/10-n-Jodlosung beziehen 
sich auf das Destillat aus diesen 400 ccm eiweibfreier Losung. 
In Kolonne 4 und 5 sind daraus die im Liter und im Gesamt- 
blut (1600 ccm) neugebildeten Acetonmengen berechnet. 


Tabelle I. — Leerversuche. 





— 


Verbrauchte ccm Gebildete Im | 


n/1o-Jodlésung auf Destillat Menge | $anzen 





1 2 3 4 . | 6 











von 400 ccm eiweififreien gebildete 
Nr. |Zusatz Blutfiltrats Aceton |"Menge Bemerkungen 
a) vor der | b) nach der | PF Liter} Aceton 
Durchblutung Durchblutung mg {| mg 
Nur 20 Min. 
1 — 0,86 0,85 --- _ schlechte 
______| Danchniating 
. Gute 
ome rf 
2 0,0 0,83 12,0 19,6 Durchblutung 




















In Versuch | ergab die Untersuchung des Blutes vor der 
Durchblutung einen auffallend hohen Acetonwert; auch ist die 
Durchblutung, die erste, die wir ausfiihrten, nicht gut gelungen. 
Versuch 2 verlief dagegen ausgezeichnet. Die erhaltenen Werte 
entsprechen ganz den von Embden und Kalberlah’) in einer 
groBen Zahl von Versuchen gefundenen Acetonmengen nach 
der Durchblutung normaler Hundelebern. lhre Werte liegen 
zwischen 12 und 27 mg pro Liter Blut. 





1) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 8, S. 126 (1906). 
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Tabelle II]. — Versuche mit Muconsdure. 
dM ¢ ee ee eee 
Verbrauchte ccm Ge- Im 
n/:o-Jodlésung im Destillat | bildete | ganzen 





von 400 ccm eiweififreien | Menge | gobildetel Bemer- 

















Nr.) Zusatz Blutfiltrats Aceton | Menge pon 
| a) vor der |b) nach der |proLiter Aceton | ~” 
| Durchblutung Durchblutung] mg mg | 
2g Muconsdure . = 

9 \<8 a y| 4 

3 | als NH,-Salz 0.7 4.0 55,1 88,16 
SE. cs | a 

4 Desgl. 0,2 3,3 45,0 72,0 -Durch- 
| 2,5 g Mucon- | | blutung 








5 siiure 0,0 3,8 55,1 | 88,16 | 
| als HH,-Salz | 
Wie Tabelle II zeigt, tritt auf Zusatz von Muconsiure 
zum Durchblutungsblut jedesmal eine Vermehrung des gebildeten 
Acetons auf. Die Werte erreichen etwa die gleiche Héhe, wie 
sie in den Versuchen von Embden, Salomon und Schmidt?) 
bei Zusatz von B-Phenyl-a-Milchsaure (1. c. S. 150) oder von 
Homogentisinsiure (S. 153) erzielt wurde. 

Es lag nahe, zu untersuchen, ob vielleicht Benzol selbst 
unter den gewahlten Versuchsbedingungen im Durchblutungs- 
versuch Aceton zu bilden vermag unter der Voraussetzung. 
daS zunachst eine Oxydation zu Muconsaure eintritt. Das Benzo! 
wurde mit einer kleinen Menge Bluts griindlich durchgeschiitte!t 


und dem Durchstr6mungsblut in kleinen Portionen zugesetzt. 






































Tabelle III. — Versuche mit Benzol. 
Tn _______________} 
32 3 32 i 8g 
Verbrauchte ccm Ge- Im | 
n/:o-Jodlésung im Destillat] bildete | ganzen 
von 400 ccm enteiweiften]| Menge | gebildete’ 
Nr. Zusatz Blutfiltrats Aceton | Menge | Bemerkungen 
| a) vor der | b) nach der |Pro Liter, Aceton 
| Durchblutung|Durchblutung}] mg mg 
10 ccm | Blut stark 
6 ip anil 0,1 | 1,0 12,6 20,1 |verdndert. gute 
_ | Durchblutung 
|e aia | Blut normales 
7 andl 0,1 | 1,2 16,0 25,6 | Aussehen, gute 
: | Durchblutung 











') 1. c, S. 150 und 183. 
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Das Resultat dieser Versuche erscheint negativ. Auch 
die Acetonmenge in Versuch 7, obwohl sie unsere Normalwerte 
(Tab. I) um ein Geringes utbertrifft, liegt doch noch innerhalb 
der von Embden und Kalberlah gefundenen Grenzen fiir 
die Acetonbildung in der normalen Leber. Dennoch diirfen 
diese Versuche nicht etwa als entscheidende Beweise gegen 
die Moglichkeit einer Acetonbildung aus Benzol betrachtet 
werden. In Versuch 6 war die Menge des angewandten Benzols 
zu groh. Das Blut wurde bald lackfarben und behielt auch 
bei kriaftiger Durchleitung von Sauerstoff eine blaurote Farbe. 
Der Versuch ist daher sicher nicht einwandfrei. In Versuch 7 
mute dann, um diese Fehlerquelle tunlichst zu vermeiden, 
eine relativ geringe Menge angewandt werden, gering besonders 
im Hinblick darauf, daB schon die etwa eintretende Oxydation 
zu Muconsiure nur in beschriinktem Umfang zu erwarten war, 
und daf die zweite Etappe, die Acetonbildung aus Muconsiure, 
ebenfalls, wie unsere Versuche zeigen, keine grofien Ausbeuten 
gibt. Endlich ist auch daran zu denken, daf wir nicht wissen 
kénnen, ob die oxydative Aufspaltung des Benzolrings bis zur 
Muconsdurestufe gerade in der Leber vor sich geht. 

Zusammenfassung. 1. Muconsaure, in Mengen von je 
2 g dem Durchblutungsblut tiberlebender Leber zugesetzt, er- 
héht die Acetonbildung in diesem Organ um ca. das Vierfache. 

2. Versuche iiber Acetonbildung durch Benzol fiihrten, 
wegen der stark giftigen Wirkung dieser Substanz, zu keinem 
eindeutigen Resultat. 








—— 





Uber psychische Hyperglykamie beim Kaninchen. 
Von 


Ivar Bang. 





(Der Redaktion zugegangen am 4. September 1913.) 


In einer kiirzlich erschienenen Abhandlung berichten 
Hirsch und Reinbach!) tiber interessante Versuche, welche 
dartun, daf Kaninchen nach Fesselung mit und ohne Freilegung 
der Carotis sowie schon allein nach Blutentnahme aus der 
Ohrvene ohne Fesselung Hyperglykamie und zum Teil Glykosurie 
bekamen und zwar ebenso gut, wenn die Tiere narkotisiert 
waren wie ohne Narkose. Die Verfasser definieren diese Hyper- 
glykiimie als eine Schreckhyperglykéimie. Sie folgern, dal 
diese nicht beriicksichtigte Tatsache die friiheren Befunde tiber 
experimentellen Diabetes bei Kaninchen sehr unsicher machen. 
Die ganze groBe Arbeit iiber experimentelle Hyperglykamie 
muf} wiederholt werden. SchlieBlich behalten sich die Verfasser 
iihnliche Studien beim Hunde vor. 

Diese Tatsache ist auch mir nicht unbekannt geblieben. 
Zwar habe ich in meinem Buch tber Blutzucker ausdriicklich 
hervorgehoben, daf Kaninchen eine derartige Hyperglykamie 
nicht aufweisen. Kurz nachher wurden wir dagegen auf das- 
selbe aufmerksam, wie z. B. aus der Publikation Jacobsens?) 
hervorgeht. In dem KongreB zu London dieses Jahres habe 
ich eine Ubersicht iiber diese Verhiltnisse gegeben. Ich stimme 
vollkommen den Herren Hirsch und Reinbach bei, daB diese 
psychische Hyperglykimie vielleicht ftir mehrere friiher be- 
schriebene Hyperglykimieformen verantwortlich ist, und habe 


1) Hirsch und Reinbach, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 122, 1913. 
*) Jacobsen, Bioch. Zeitschrift, Bd. 51, S. 443, 1913. 
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mit Stenstrém!) besonders fiir die asphyktische Hypergly- 
kaimie bei Kaninchen diese Méglichkeit hervorgehoben. Diese 
Untersuchungen werden hier fortgesetzt. 

Nun habe ich aber, wie in meinem Blutzuckerbuche an- 
gegeben, bemerkt, dai meine Kaninchen damals keine solche 
psychische Hyperglykiimie aufweisen. Derartige Versuche wurden 
nimlich reichlich angestellt. Die Tiere lagen z. B. langere Zeit 
gefesselt. Auch bekamen sie oft mit der Sonde 100 ccm Wasser 
und wiesen mit einer Ausnahme keine Hyperglykimie auf. 

Die Sache verhilt sich so, daBS Kaninchen, welche direkt 
zu Versuchen verwendet werden, sogar recht regelmibig psy- 
chische Hyperglykaémie zeigen. Nachdem sie aber an das Labo- 
ratoriumsleben gewohnt werden, tritt die Hyperglykiimie nicht 
mehr auf. Ich halte deswegen die Tiere erst einige Zeit in 
meinem Laboratoriumszimmer, bevor ich sie als Versuchs- 
kaninchen verwende. 

Man kann hierbei die Verhaltnisse etwas niiher verfolgen. 
Zuerst bekommen die Tiere ohne weiteres Hyperglykimie, 
wenn man ohne Fesselung Blutproben nimmt. Etwas spiiter 
erst, wenn sie gefesselt werden, und schlieBlich nur dann, 
wenn man sie operiert oder von einem Hunde verfolgen libBt. 
Inwieweit aber eine Schreckhyperglykamie vorliegt, ist mir nicht 
ganz klar. Ich habe wiederholt gesehen, dai «gewOhnte» Ka- 
ninchen, wenn sie aufgebunden ‘werden, schreien und sich 
unruhig verhalten, aber trotzdem keine Hyperglykaimie bekommen, 
selbst wenn sie einige Zeit vorher deutliche psychische Hyper- 
glykamie erwiesen haben. Es scheint mir also, dab die Ver- 
hiltnisse komplizierter Jiegen (Schreck ist natiirlich hiermit 
nicht ganz ausgeschlossen) und daB man besser von einer 
«psychischen» als von einer Schreckhyperglykémie spricht. 

Es kann auch kein Zweifel dariiber sein, daB viele andere 
Tiere sich ebenso verhalten. Wenn fiir den Hund die Normal- 
werte des Blutzuckers zwischen 0,07 und 0,22°/o angegeben 
worden sind, hat man wahrscheinlich die psychische Hyper- 
glykiimie mit im Spiele. Ebenso fiir die Katze (0,09 und 





‘) Bang und Stenstrém, Bioch. Zeitschrift, Bd. 50, S. 449, 1913. 
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0,31°/o), und ganz besonders fiir die Végel. Weintraud 
fand fiir Entenblut 0,12—0,20°/o, Kautsch 0,12—0,18°/o, 
Fleming?) aber durchschnittlich nur 0,075°/o. Fir Gans, 
Huhn und Rabe kann man dieselben Folgerungen ziehen. Es 
soll zunichst meine Aufgabe sein, Mabregeln zu finden, wodurch 
man exakt diese unwillkommene Komplikation der psychischen 
Hyperglykaémie auszuschlieBen vermag und dann nachher die 
notwendige Revision der experimentellen Hyperglykamieformen 
anzustellen, wobei ich doch ausdriicklich bemerke, daf’ die 
Angaben iber alimentire Hyperglykamie bei Kaninchen sowie 
die in der Biochem. Zeitschrift von mir und meinen Mitarbeitern 
verOffentlichten Mitteilungen iber Hyperglykamie nicht von dieser 
Fehlerquelle beriihrt worden sind. 


'! Fleming, Jorun. of Physiol., Bd. 45, S. 43, 1913. 

















Indigobildende Substanzen im Harn («Harnindikan>). 
II. Mitteilung. 


Neue qualitative Proben. ') 


Von 


Dr. R. V. Stanford. 


(Research Chemist, Cardiff City Mental Hospital, England.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1913.) 


Von den zahlreichen Proben auf «Indikan», die in den 
letzten fiinfzig Jahren verdffentlicht worden sind, lassen sich 
prinzipiell zwei Gruppen unterscheiden. In den meisten Fallen 
werden die indigoliefernden Stoffe durch Behandlung mit einer 
Sdure und einem Oxydationsmittel in Indigo tibergefiihrt. Nach 
der anderen Methode werden sie durch Zusatz von Isatin und 
Saure in Indirubin tibergefiihrt. 


Indigomethoden. 


Bei den Methoden der ersten Gruppe sind sehr viele 
verschiedene Oxydationsmittel vorgeschlagen worden, u. a. die 
folgenden: Salpetersdure (Heller, 1845), Luft (Schunck, 1857, 
Maillard,?) 1903), Kaliumpermanganat (Hammarsten, 1870), 
Chlorkalk (Jaffe,*) 1870; Wolowski,*) 1901), Chlorwasser 
(Rosenstirn, 1872), Bromwasser (Michailow, 1887), Eisen- 
chlorid (Obermayer,*) 1890), Wasserstoffsuperoxyd (Lou- 
biou,®) 1897), Carosche Sadure (Amann,’) 1897), Kalium- 
perchlorat (Stryzowski,§) 1901), Persulfate (Rossi,®) 1907), 


1) I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S, 188 (1913). 
*) Maillard, L’indoxyle urinaire et les couleurs qui en dérivent, 
Paris, Schleicher, 1903, S. XI und 114. 

8) Jaffe, Pfliigers Arch., Bd. 3, S. 448 (1870). 

*) Wolowski, D. med. Wochenschr., 1901, Nr. 2. 

5) Obermayer, Wiener klin. Wochenschr., 1890, S, 176. 
Vgl. Baumann, Berichte, Bd. 12, S. 1098 (1879). 

6) Loubiou, Chem. Zentralbl., 1897, Bd. 1, S. 620. 

7) Amann, Chem. Zentralbl., 1898, Bd. 1, S. 152. 

8) Stryzowski, Chem. Zentralbl., 1901, Bd. 2, S. 1181. 

*) Rossi, Chem. Zentralbl., 1907, Bd. I, S. 1079. 
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Kupfersulfat (Salkowski,'!) 1908; Imabuchi,?) 1909; 
Sammet,%) 1912.) 

Als Saéure wird meistens konzentrierte Chlorwasserstoff- 
siure verwendet. Unter diesen Bedingungen wird Indigo aus- 
geschieden, welcher dann durch Chloroform ausgezogen wird. 

Es ist aber auch vorgeschlagen worden,*) durch Zusatz von 
konzentrierter Schwefelsiéure den Indigo in wasserléslicher Form 
(Sulfindigotinsaure) zu erhalten. Lavalle®) versetzt den Harn mit 
Chlorwasserstoffséure und Eisenchlorid, wonach durch Zusatz von 
konzentrierter Schwefelsaure die Sulfindigotinséure erzeugt wird. 

Die obenerwahnten zahlreichen Modifikationen der Indigo- 
probe sind deswegen entstanden, weil die Probe die gréfte 
Unsicherheit zeigt. Es kommt sehr oft vor, daB man bei zwei 
Proben, mit demselben Harn ausgefiihrt, ganz verschiedene 
Resultate bekommt. Daher behaupten viele, die neue Oxydations- 
mittel vorgeschlagen haben, da ihre «neue» Probe empfindlicher 
ist, als die vorher bekannten. 

Hierbei kommt vor allem in Betracht, daf8 der gebildete 
Indigo besonders gegen Oxydationsmittel wenig bestandig ist, 
sodaf bei der Ausfiihrung der Probe leicht eine «Uberoxydation» 
erfolgt. Diese «Uberoxydation» ist schon von vielen Autoren, 
die sich mit dieser Frage beschiiftigt haben, als Ubelstand 
empfunden und die Anwendung aller méglichen Oxydationsmittel 
ist eine Folge des Bediirfnisses, Mittel und Wege zu finden, 
die indigobildenden Substanzen des Harns in Indigo tiberzu- 
fiihren, ohne dabei den gebildeten Farbstoff weiter zu oxydieren. 

Wie ich in der ersten Mitteilung erwahnt habe, habe ich 
mehr als zweitausend Indikanproben ausgefiihrt und dabei 
habe ich Gelegenheit gehabt, viele von den verschiedenen 
Oxydationsprozessen zu probieren. 

Ich habe gefunden, daB die Gefahr der «Uberoxydation> 





‘) Salkowski, Chem. Zentralbl., 1908, Bd. II, 1878. 

*) Imabuchi, Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 502 (1909). 

*) Sammet, Journ. Chem. Soc. Abstracts, 1912, Bd. 2, S. 703. 

*) Cpaziani, Malys Jahresber., 1898, S. 276. Vgl. auch Rossi, 


loc. cit. 
5) Lavalle, Chem. Zentralbl., 1907, Bd. 1, S. 194. 
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sehr schwer zu vermeiden ist, welche Oxydationsmittel man 
auch anwendet. Von allen vorgeschlagenen sauerstoffreichen 
Verbindungen ist das Wasserstoffsuperoxyd vorzuziehen, erstens 
weil es in verdiinnter Lésung keine grofe Neigung zu dieser 
Uberoxydation des gebildeten Indigos zeigt, und zweitens weil 
man beim Gebrauch dieser Substanz keine fremden Stoffe in 
das Reaktionsgemisch einfiihrt, sodaB sekundire Keaktionen 
unbekannter Art weniger zu befiirchten sind. 

Trotz aller Vorsicht konnte ich aber iibereinstimmende 
Resultate mit Sicherheit bei Ausfiihrung der Probe mit Wasser- 
stoffsuperoxyd in der iiblichen Weise nicht erhalten. Es wurden 
oft eine oder mehrere der folgenden Erscheinungen beobachtet; 

1. Bei Ausfiihrung der Probe nichts Auffallendes, jedoch 
stimmen die in zwei gleichzeitigen Proben erhaltenen Indigo- 
mengen nicht tiberein. 

2. Beim Zusatz der Séure allein (ohne Oxydationsmittel) 
wird Indigo ausgeschieden, welcher aber beim Schiitteln des 
Reagenzrohres wieder verschwindet. 

3. Die Chloroformlésung des Indigos ist selten rein blau 
gefirbt; vielmehr ist sie gewOhnlich violett oder rétlich, und 
der Farbenton ist immer verschieden. 

4. Die Chloroformlésung des Indigos entfirbt sich rasch. 

Es ist mir schlieBlich gelungen, die Griinde dieser Er- 
scheinungen aufzufinden und sie infolgedessen zu beseitigen. 

Entfarbung der Chloroformlésung. Es handelt sich 
um ein rasches Entfarben, welches sich oft schon wihrend 
der Ausfiihrung der Probe vollzieht. Diese Zersetzung ist eine 
Folge der Anwesenheit von oxydierenden Verunreinigungen 
im Chloroform. Chloroform zersetzt sich langsam beim Auf- 
bewahren, besonders im Licht, und man pflegt bekanntlich 
Spuren von Alkohol hinzuzusetzen, um diese Zersetzung zu 
verhindern. Die gebildeten Stoffe (Chlorverbindungen wie COCI,) 
verleihen dem Chloroform einen itiblen Geruch nach Chlor, 
und das Lisungsmittel zeigt dann ausgeprigte Fahigkeit zum 
Oxydieren. 

Die Entfarbung tritt also dann ein, wenn man mit altem, 
teilweise zersetztem Chloroform arbeitet, oder auch wenn 
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Chloroform angewendet wird, welches schon einmal zur Indigo- 
probe gebraucht worden ist. Das Chloroform wird nimlich 
durch Wasserstoffsuperoxydlésung bei Gegenwart von Siure 
und von Harn sehr bald im obigen Sinne zersetzt, sodaB das 
schon einmal gebrauchte Lésungsmittel immer diese uner- 
wiinschte oxydierende Wirkung besitzt. 

Der Ubelstand la&t sich sicher und einfach auf folgende 
Weise vermeiden. 

Man benutzt reines Chloroform und tiberzeugt sich, daf 
es die genannten Verunreinigungen nicht enthalt. Hierzu bietet 
nach einiger Ubung der Geruch eine empfindliche Probe. Die 
gebrauchten Indigoldsungen sammelt man in einer Flasche, bis 
die Menge 1—2 1 betrigt. Dann wird die Fliissigkeit sechsmal 
mit dem halben Volumen 1 °/oiger Natriumhydroxydliésung aus- 
gezogen, danach viermal mit Wasser. Es wird schlieBlich tiber 
Natriumsulfat getrocknet, letzteres abfiltriert und die Fliissig- 
keit destilliert. Dem Destillat (welches keinen Geruch nach 
Chlor besitzen darf) setzt man 0,1°/o absoluten Alkohol hinzu. 
Das Chloroform wird in Flaschen von dunklem Glase und im 
Dunkeln aufbewahrt. 

Wenn das Chloroform in obiger Weise gereinigt wird, so 
findet Entfiirben bei der Indigoprobe nie statt, so lange man 
grobe Uberschiisse an Wasserstoffsuperoxyd vermeidet. 

«Uberoxydation». Die oben unter Nr. 2 angefiihrte 
Beobachtung, da zuweilen schon ausgeschiedener Indigo beim 
Schiitteln wieder verschwindet, fiihrte mich zu dem Gedanken, 
ob nicht die Unregelmafigkeiten eine Folge der Anwesenheit 
der Luft waren. Es ist dies in der Tat der Fall. Wenn man 
die Probe in geeigneter Weise mit Saure und Wasserstoffsuper- 
oxyd unter AusschluB der Luft ausfiihrt, so bekommt man 
bei Doppelproben tibereinstimmende Resultate. 

Inwieweit diese Verbesserung der Vermeidung einer «Uber- 
oxydation» des Indigos zuzuschreiben ist, ist fraglich. Es ist 
vielmehr wahrscheinlich, daB man durch AusschlieBSen der Luft 
sekundire Reaktionen verhindert, die sonst die Oxydation der 
indigobildenden Substanzen zu Indigo teilweise stéren. Diese 
Erklirung wird durch den auffallenden Befund gestiitzt, daB die 
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nach dieser neuen Methode erhaltenen Indigoldsungen immer 
rein blau gefiirbt sind. 

Neue Indigoprobe («Kohlendioxydprozefi»). Nach ver- 
schiedenen Vorversuchen fand ich im Durchleiten von Kohlen- 
dioxyd ein einfaches und hinreichendes Mittel, die Luft fern- 
zuhalten. Dementsprechend bezeichne ich die Methode als 
-KohlendioxydprozeBb », obgleich das Kohlendioxyd mit der eigent- 
lichen Reaktion offenbar nichts zu tun hat. 

Die Probe wird in der folgenden Weise ausgefiihrt: 

Der Harn (5 ccm) wird in ein weites (ca. 2 cm) Reagenz- 
rohr eingefiihrt und Kohlendioxyd wird 5 Minuten lang in ziem- 
lich raschem Strom durchgeleitet. Das Einleitungsrohr zieht 
man bis zu einer 1 mm weiten Offnung aus, welche in Be- 
riihrung mit dem Boden des Reagenzrohres gestellt wird. Oben 
triigt das Reagenzrohr einen losen WatteverschluB. Nach 
5 Minuten (ohne das Durchleiten des Gases zu unterbrechen) 
setzt man dem Harn 3 ccm reines Chloroform!) und 5 cem 
konzentrierter, reiner?) Chlorwasserstoffsaure zu und beobachtet, 
ob das Chloroform im Laufe von 5 Minuten eine blaue Farbe 
annimmt. Nach 5 Minuten setzt man 1 Tropfen Wasserstoffsuper- 
oxydlésung %) (10 Vol.-Prozent) hinzu und nachher je 1 Tropfen 
in Zeitintervallen von 5 Minuten (nicht weniger; vgl. unten), bis 
die maximale Farbung der Chloroformlésung erreicht wird. 

Das Durchleiten des Kohlendioxyds wird wahrend der ganzen 
Zeit fortgesetzt und dient auch zu dem Zweck, das Chloroform 
in Beriihrung mit der wiasserigen Fliissigkeit zu behalten, so 
daB der gebildete Indigo sofort ausgezogen wird, sobald er 
entstanden ist. Dies ist wichtig, weil der kolloidale Indigo von 
der wisserigen Fliissigkeit sehr rasch zersetzt wird, unter 
Bildung von amorphen, braunen Stoffen. 

Zuweilen faingt die Chloroformlésung an, sich zu _ ent- 
firben, wiihrend man den Zusatz des Wasserstoffsuperoxyds 
fortsetzt, sodaB ein Maximum zu beobachten ist. Aus diesem 


') Frei von den obenerwahnten oxydierenden Verunreinigungen. 
*) Frei von Chlor und Chlorverbindungen. 
*) Die Wasserstoffsuperoxydlésung soll ziemlich frisch bereitet sein 
(nicht langer als 2—3 Tage). Sie wird aus reinem Wasserstoffsuperoxyd 
(«<Perhydrol»>, Merck) hergestellt und ist vor Staub zu schiitzen. 
4* 
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Grund muf man erhebliche Zeitintervalle zwischen den suc- 
cessiven Zusétzen des Superoxyds lassen, um so mehr weil 
die Bildung des Indigos sehr langsam vor sich geht, viel lang- 
samer als bei der gewodhnlichen Probe bei Anwesenheit der 
Luft. Es kann dies auf das Vorhandensein von Sauerstoff- 
triigern in der Lésung hindeuten.') 

Wenn man zuverlissige Resultate haben will, so dauert 
eine Probe mindestens eine halbe Stunde. Gewohnlich sind 
mehrere Tropfen Superoxydlésung dazu notig, um die maximale 
Fiirbung hervorzurufen, doch sind die Harne in dieser Hinsicht 
sehr verschieden, selbst wenn die erreichte Farbentiefe un- 
gefahr dieselbe ist. 

Vereinzelte Harne geben nach etwa einer halben Stunde 
die maximale Fiirbung ohne Zusatz von Superoxyd. Es sind 
dies die Harne, bei denen die einmal gebildete Firbung eine 
Neigung zum Verschwinden zeigt. In solchen Fallen kann die 
Chloroformlésung oft durch Zusatz von Superoxyd oder Schiitteln 
mit Luft entfirbt werden. Aus diesem Grund ist es ratsam, 
wenn in den ersten fiinf Minuten vor dem Zusatz des Super- 
oxyds eine Fiirbung entsteht, kein Superoxyd hinzuzusetzen, bis 
die Fiirbung nicht mehr zunimmt. 

Annihernd quantitative Bestimmungen zu klini- 
schen Zwecken. — Wie in der dritten Mitteilung tiber diese 
Frage gezeigt werden soll, ist die exakte quantitative Bestimmung 
der indigobildenden Substanzen mit allerlei Schwierigkeiten und 
Kehlerquellen verbunden. Die qualitative Probe auf Indigo im 
Reagenzrohr sollte aber die annihernde Schatzung der Indigo- 
menge gestatten und viele der verschiedenen Formen der Indigo- 
probe, die schon empfohlen worden sind, sind bei klinischen 
Untersuchungen usw. zu diesem Zweck gebraucht worden. Vor- 
ausgesetzt, da& man tiber die Fehlerquellen und Genauigkeits- 
grenzen solcher raschen Methoden einigermaBen unterrichtet 
ist, so ist gegen deren Gebrauch zu klinischen Zwecken prinzi- 
piell nichts einzuwenden, denn man wird nie in Gefahr kommen, 
aus Unterschieden, die innerhalb der vermutlichen F'ehlergrenzen 
liegen, Schliisse zu ziehen. Bei dem Gebrauch der bisher iiblichen 


) Vgl. I. Mitteilung. 
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-Indikan»-Proben im Harn aber ist dies nicht der Fall gewesen. 
Nicht nur bestimmt man dabei Substanzen unbekannter Natur 
nach Methoden, deren Genauigkeit sehr unwahrscheinlich ist, 
sondern man erhilt auch bei demselben Harn nur selten tiber- 
einstimmende Resultate, zufolge der in dieser Mitteilung er- 
jrterten Unsicherheit der Probe. Es kommt noch dazu, daf 
die Chloroformlésungen des gebildeten Indigos fast nie rein blau 
gefiirbt sind, sondern vielmehr alle Farbenténe von Blau tiber 
Violett bis Rot zeigen, wodurch auch selbst annihernd kolori- 
metrische Vergleiche unméglich gemacht werden. 

Die Ausfiihrung der «Indikan»-Probe unter Ausschluf der 
Luft nach der oben beschriebenen Methode bringt hier jeden- 
falls eine Verbesserung. Es handelt sich freilich noch um eine 
Bestimmung unbekannter Verbindungen nach einer Methode, 
von deren Genauigkeit man keinen Beweis fiihren kann,!) doch 
gewinnt das Verfahren erheblich an Wahrscheinlichkeit, wenn 
man bei Doppelversuchen gleiche Resultate bekommt. Ferner 
sind die Chloroformlésungen bei dem neuen Prozel} immer rein 
blau, was einen kolorimetrischen Vergleich ermdglicht. Bei 
632 «<Indikan»-Proben, die ich nach der oben beschriebenen 
Methode ausgefiihrt habe, erhielt ich in keinem einzelnen Fall 
eine Indigolésung, welche violettstichig war. AuBerdem représen- 
tieren die violetten oder rotlichen Extrakte bei den alten Proben 
sicher noch eine Fehlerquelle, indem in solchen Fallen offenbar 
ein Teil der indigobildenden Substanz nicht zu Indigo, sondern 
zu anderen Farbstoffen oxydiert worden ist. 

Im Sinne der obigen Uberlegungen kann also die folgende 
Methode zu raschen, annihernd quantitativen Bestimmungen 
dienen. ?) 


') Diese Frage wird in der III .Mitteilung eingehend behandelt werden. 

*) Es mufi noch betont werden, dafs fiir die Genauigkeit dieser 
wie auch jeder anderen) Bestimmungsmethode keine Garantie gegeben 
werden kann, so lange die Isolierung der indigobildenden Substanzen 
des Menschenharns unerreicht ist. Doch kann man von dieser Methode 
sagen, dafi sie Resultate liefert, die untereinander iibereinstimmen, und 
infolgedessen (und auch aus anderen Griinden) ist den erhaltenen Werten 
der Gehalt an indigobildenden Substanzen aller Wahrscheinlichkeit nach 
annahernd proportional. 
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Die Uberfiihrung der indigobildenden Substanzen in Indigo 
wird mit einem passenden Volumen des Harns (50—100 cem 
in den meisten Fallen) nach dem «Kohlendioxydverfahren» 
durchgefiihrt. Man muf geniigend Chloroform hinzufiigen, um 
sicher zu sein, dab der gebildete Indigo sofort ausgezogen wird. 
Die Menge des angewandten Harns ist so zu wahlen, dafi die 
Chloroformlésung nicht mehr als 50—100 cem betraégt. Zum 
Schlu8 wird das Volumen der Indigolésung gemessen und ein 
aliquoter Teil davon mit Fehlingscher Lisung!) im Verdiin- 
nungskolorimeter?) verglichen. 

Indirubinmethode. 


Es ist schon in der Einleitung erwihnt worden, daf die 
indigobildenden Substanzen des Harns auch in der Weise gefabt 
werden kénnen, dai man sie durch Zusatz von Isatin und 
Chlorwasserstoffsiiure in Indirubin iiberfiihrt. 

Die Kondensation von Indoxyl und Isatin zu Indirubin 
wurde von Baeyer entdeckt*) und die Reaktion wurde spater 
von Beijerinck*) zur Bestimmung des Pflanzenindikans und 
nachher von Bouma’) zur Bestimmung des Harnindikans vor- 
geschlagen. 

Auf diese Frage werde ich in einer demniichst in dieser 
Zeitschrift zu verdffentlichenden Arbeit tiber quantitative Be- 
stimmung der indigobildenden Substanzen des Harns zuriick- 
kehren. Hier mdchte ich nur erwahnen, da die Isatinmethode 
in der von Bouma empfohlenen Form aus_ verschiedenen 
Griinden nicht viel zuverlissiger ist, als die bisher tiblichen 
Indigotinmethoden. °) 

‘) Wie von Folin vorgeschlagen (Amer. Journ. Physiology, Bd. 13, 
S. 53 (1908). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 159 (1913). 

5) Baeyer, Berichte, Bd. 14, S. 1745 (1881). 

‘) Beijerinck, Proc. K. Akad. Wentensch., 1899, S. 120; Vgl. 
Orchardson, Wood and Bloxam, Journ. Soc. Chem. Industry, Bd. 26, 


S. 4 (1907). 
‘) Bouma, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 84 (1901); Bd. 39, S. 356 


(1903). 
°) Ellinger, Diese Zeitschrift, Bd. 38, S. 178 (1903)) ist auch zu 


diesem Schluf§ gekommen. 
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Man bekommt nicht reine Indirubinlésungen, sondern 
Gemische mit braunen und blauen Farbstoffen, die zu kolori- 
metrischen Zwecken unbrauchbar sind. Wie in der genannten 
Arbeit gezeigt werden soll, kann man aber das Isatinverfahren 
zu einer bequemen quantitativen Methode ausarbeiten, wenn 
die Reaktion unter Ausschlu6B der Luft ausgefiihrt wird. Die 
in dieser Weise modifizierte Isatinmethode kann man natiirlich 
auch als qualitative Probe anwenden. 


Zusammenfassung. 


Die meisten von den zahlreichen vorgeschlagenen Proben 
auf indigobildende Substanzen im Harn unterscheiden sich 
nur dadurch, dafi verschiedene Oxydationsmittel zur Anwendung 
kommen. 

Die erwéhnten Methoden sind nicht befriedigend. Sie 
liefern bei Doppelversuchen keine tibereinstimmenden Resultate; 
die Indigol6sungen zeigen alle Farbenténe zwischen Blau und 
Rot; die Indigolésungen entfirben sich in vielen Fallen. 

Das Entfarben der Liésungen ist in vielen Fiillen eine 
Folge der Anwesenheit von oxydierenden Chlorverbindungen 
im Chloroform. Diese lassen sich in einfacher Weise entfernen. 

Wenn die Probe unter bestimmten Bedingungen unter 
AusschluS der Luft ausgefiihrt wird, so erhilt man immer 
rein blau gefiirbte LOsungen und tibereinstimmende Resultate 
bei Doppelproben. 

Die in dieser Abhandlung enthaltenen Angaben beziehen 
sich auf 632 Proben nach dem hier beschriebenen Kohlendioxyd- 
prozeB, deren Einzelheiten in der notwendigen Kiirze nicht 
wiederzugeben sind. 

Die Probe nach der Isatinmethode lat sich in analoger 
Weise durch Entfernen der Luft verbessern und zu einer quanti- 
tativen Methode ausarbeiten, woriiber in einer demnichst zu 
erscheinenden Abhandlung berichtet werden soll. 














Uber eine neue Glukosaminverbindung, zugleich ein Beitrag 
zur Konstitutionsfrage des Chitins. 
Von 
Yashiro Kotake und Yoshita Sera. 





Mit zwei Tafeln. 


(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung der Med. Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, September 1913.) 


Das Glukosamin, welches von Ledderhose entdeckt 
wurde, kommt in der Natur sehr verbreitet vor, und zwar nicht als 
solches, sondern als Bestandteil komplizierterer Verbindungen. 
Das Glukosamin ist dadurch besonders von grofem Interesse, 
dai es gewissermafen eine Briicke zwischen einfachen Zucker- 
arten und Aminosiéuren darstellt, wie es schon aus den fol- 
genden Strukturformeln ersichtlich ist!): 


CH,OH CH,OH CH,NH, 
CHOH CHOH CH, 
CHOH CHOH CH, 
CHOH CHOH CH, 
CHOH CHNH, CHNH, 
CHO CHO COOH 
Glukose. Glukosamin. Lysin. 


Es scheint nicht unméglich, da8, wenn Glukosaminmolekiile 
zu zweien, dreien oder mehreren auf irgend eine Weise ver- 


') Vor kurzem berichtete Abderhalden und Weil (Diese Zeit- 
schrift, Bd. 84, S. 39, 1913), daf unter den hydrolytischen Spaltungs- 
produkten der Proteine aus Nervensubstanz eine neue Aminosdure vor- 
kommt, der die Forme] C,H,,NO, zukommt. Nach Untersuchung genannter 
Autoren soll es fast sicher sein, dafs diese Aminoséure a-Aminocapronsaure 

CH,— CH, — CH, — CH, — CH — COOH 


| 
NH, 


ist, so daf§ wir hier wieder eine dem Glukosamin sehr nahe stehende 
Aminosaure vor uns haben. 
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einigt sind, solche Verbindungen gebildet werden, die gewisser- 
maben zwischen Di- oder Polysacchariden einerseits und Poly- 
peptiden anderseits stehen. 

Bekanntlich ist die Biuretreaktion insofern bedeutungsvoll, 
als dieselbe zur Abgrenzung von Eiweif gegen seine einfacheren 
Spaltungsprodukte benutzt wird. Unter den Reaktionen der Poly- 
saccharide ist bekannterweise die Jodreaktion die wichtigste. 

Unter den Glukosaminverbindungen geben Chitin und dessen 
Spaltungsprodukt Chitosan die Jodreaktion — das letztere erst 
in Gegenwart von Chlorzink —-, was die niichste Verwandt- 
schaft genannter Substanzen zu den Polysacchariden kundgibt. 
Sie geben aber keine Biuretreaktion. 

Bei den chemischen Untersuchungen von einer Art Lyko- 
perdon haben wir eine Substanz gefunden, welche aus Glukosamin- 
molekiilen aufgebaut ist und eine schéne Biuretreaktion, Jod- 
reaktion (unter Mitwirkung von Chlorzink) und Reduktionsprobe 
gibt, sie ist ebensogut wie Eiweifk6érper durch Alkaloidrea- 
centien fillbar, so dai unsere Substanz den Reaktionen nach 
etwa eine Stellung zwischen Polypeptiden und Di- oder Poly- 
sacchariden einnehmen konnte. 

Das Vorkommen einer Glukosaminverbindung in den Pilz- 
arten ist durch die Arbeiten von Gilson,!) Winterstein,?) 
Wisselingh,*) Wester+) u. a. schon lange bekannt. Eine 
Glukosaminverbindung, welche von Gilson durch Kalischmel- 
zung der Geriistsubstanz gewisser Pilzarten oder des daraus 
gestellten Chitins erhalten und Mykosin benannt wurde, soll mit 
dem Chitosan identisch sein, was schon Prof. Araki®) hervorhob. 

Das Lykoperdon (Lycoperdon gemmatum Batsch ?), welches 
bei uns zur Herbstzeit in Kiefernwaldern an der Kiiste wiachst, 
enthalt reichlich organisch gebundenen Stickstoff, aber Eiweil 
ist nicht nachweisbar. Wenn die Pilzsubstanz mit einer starken 
Mineralsdure gespalten wird, so wird in reichlicher Menge eine 





*) Gilson, La Cellule, T. 11, p. 5, und Chem. Ber., Bd. 28, S. 821. 
*) Winterstein, Chem. Ber., Bd. 27, S. 3113. 

*) Wisselingh, Zeitschr. f. wissensch. Bot., Bd. 31, S. 619. 

*) Wester, Archiv f. Pharm., Bd. 247, S. 282. 

*) Araki, Diese Zeitschrift, Bd. 20, S. 498. 
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Substanz gebildet, welche eine intensive Reduktionsprobe gibt, 
und sie besteht nach unserer Untersuchung hauptsichlich aus 
Glukosamin. In welcher Verkettung ist nun das Glukosamin 
im Lykoperdon enthalten? Bei der Bearbeitung dieser Frage 
kamen wir zur Entdeckung der vorerwaéhnten neuen Glukosamin- 
verbindung. 

Die Krystallform der Salze unserer Substanz ist derjenigen 
der Chitosansalze, welche zuerst von Firth und Russo ®) kry- 
stallinisch erhalten wurden, sehr ahnlich; doch laBt sich unsere 
Verbindung vom Chitosan leicht dadurch unterscheiden, dai 
sie eine Reduktionsprobe und Biuretreaktion gibt. 

Wir machten zunichst folgende Beobachtung. Als wir 
einige Lykoperdon, welche lange in der sandigen Erde gesteckt 
haben, mit einer verdiinnten Salzsiure extrahierten, das Extrakt 
eindampften, blieb eine sirupése braungefarbte Substanz zuriick, 
dieselbe war stickstoffhaltig und gab Reduktionsprobe, zeigte 
aber — in verdiinnter L6sung — keine nennenswerte Drehung. 

Um diese Substanz in einer gréBeren Menge zu gewinnen, 
wurden ca. 500 kg des Pilzes gesammelt, wofiir wir Herrn K. 
Taguchi zu Dank verpflichtet sind. Bei diesen Versuchen 
konnten wir aber merkwirdigerweise im salzsauren Auszug 
keine reduktionsfahige Substanz nachweisen. Da wir es fiir 
moéglich erachteten, daB die genannte Substanz im Pilzleib 
irgend einem Zersetzungsprozef ihren Ursprung verdankt, haben 
wir einige Spaltungsversuche angestellt. Wir konnten zuletzt 
aus der Spaltungsfliissigkeit, welche aus dem Pilzstaub durch 
ziemlich konzentrierte Schwefelsiure bereitet war, wieder eine 
Substanz isolieren, welche die obigen Eigenschaften besitzt. 
Wir méchten fiir diese Substanz den Namen «Lykoperdin 
(a und 8)» vorschlagen. 


I. Darstellung des a-Lykoperdins. 


Die ausgewachsenen, braungefarbten Lykoperdon-Exem- 
plare wurden an der Luft getrocknet und mit Hilfe von einer 
Fleischmaschine staubfein gepulvert. Das Pilzpulver — 700 
bis 800 g — wurde in einer grofen Reibschale durch Zusatz 


| ) Fiirth und Russo, Hofmeisters Beitr., Bd. 8, S. 163. 
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von konzenzentrierter Schwefelséure — 570 ccm H,SO, (95°/o) — 
zu einem dicken Teig angerieben, dann 3430 cem Wasser hin- 
zugefiigt, gut umgeriihrt, in zwei geraumige Kolben verteilt und 
am Riickflubkiihler 6 Stunden lang im Sieden erhalten, indem 
der Kolben besonders im Beginn (lebhaftes Schiumen!) vor- 
sichtig oftmals umgeschiittelt wurde. Nach dem Erkalten wurde 
die Spaltungsfliissigkeit, in welcher eine dunkelgefirbte Sub- 
stanz reichlich ungelést zuriickblieb und welche nach Karamel 
roch, filtriert und mit Wasser ausgewaschen. Filtrat und Wasch- 
wasser wurden vereinigt und mit Wasser verdiinnt, bis zu 
einem Gehalt von 5°/oiger Schwefelsiure: darauf mit zirka 
10°/oiger Phosphorwolframsiure vorsichtig versetzt, wobei eine 
flockige Fiallung eintrat. Die mit 5°/oiger Schwefelséure ein- 
fach durch wiederholte Dekantierung gewaschene Fiillung wurde 
abgesaugt, mit verdiinnter Schwefelsiure angerieben, wieder 
abgesaugt, und der so wiederholt gereinigte Niederschlag mit 
Barytwasser umgesetazt, filtriert und mit Schwefelsiéiure bis zur 
schwach sauren Reaktion versetzt. Die vom Baryumsulfat ab- 
filtrierte L6sung haben wir mit wenig Tierkohle entfirbt und 
sorgfaltig auf dem Wasserbade eingedampft, bis die Gesamt- 
menge ungefiihr 30—50 cem betrug und die Oberfliiche der 
Fliissigkeit mit einer diinnen Haut bedeckt war; dann wurde 
sie an einem kiihlen Orte 24 Stunden stehen gelassen. 

Das dabei abgeschiedene Sulfat (a-Salz) zeigte unter dem 
Mikroskop einheitliche Krystalle von einer charakteristischen 
Form, die derjenigen des von Fiirth und Russo angegebenen 
Chitosanchlorhydrates ahnlich war (Photogr. 1). 

Die Krystalle wurden in einem kleinen Saugtrichter ab- 
gesaugt, sorgfaltig mit kaltem Wasser gewaschen. wieder in 
heiBem Wasser gelést, nochmals mit wenig Tierkohle entfirbt 
und in der Kiilte stehen gelassen. 

Das wieder abgeschiedene farblose Sulfat wurde in wenig 
heiBem Wasser gelést und noch heif mit sehr verdiinnter Natron- 
lauge versetzt; dabei schied sich a-Lykoperdin ab, welches unter 
dem Mikroskop aus stark lichtbrechenden Kérnchen!) bestand 


') Bei einer passenden Ausscheidung haben wir manchmal gréfere 
Kérnchen, welche unter dem Mikroskop radial gestreift erscheinen, erhalten. 
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(Photogr. 2). Es wurde abgesaugt, griindlich mit Wasser, dann 
mit absolutem Alkohol gewaschen und getrocknet. Die Aus- 


beute betrug ca. 0,7 g. 
Durch Wiederholung der Prozedur haben wir im ganzen 


ca. 50 g des a-Lykoperdins gewonnen. 


II. Analysen und Molekulargewichtsbestimmung des a-Lykoperdins. 


Zur Analyse haben wir das Sulfat und die freie Substanz 
angewandt, welche wie folgt getrocknet waren: 

Die Substanzen wurden in einem Kdélbchen mit Glas- 
stépsel eine Woche unter absolutem Alkohol unter zweimaliger 
Erneuerung desselben und dann im Vakuumexsikkator bis zum 


konstanten Gewicht stehen gelassen. 
Die Analysen ergaben folgende Zahlen: 
0,2750 g des Sulfates lieferten 0,3502 g CO, und 0,1490 g H,0. 
C = 34,72%o, H = 6,02 %. 
0,2206 g des Sulfates gaben 0,2816 g CO, und 0,1198 g H,0. 
C = 84,81°/o, H = 6,04°%o. 
0,1830 g des Sulfates verbrauchten nach Kjeldahl 7,80 ccm ®/t10- 
Schwefelsiure: N = 6,00°/o. 
0,1528 g des Sulfates verbrauchten 6,80 ccm "/10-Schwefelsdure. 
N = 6,23 Jo, 
(0,2436 g des Sulfates gaben 0,1290 g BaSO,. H,SO, == 22, 
0,1600 > » > > 0,08830> >» . » ==21 
Es wurden gefunden: 
b__________________} 
j l | | | 


_ , | Mittel| Berechnet fiir 
, | gf | | 
oe ee Oe ee ed ee eS 




















C. .| eam) eget] —| — | — | — | ones 34,67 
H | 602| 604] —| —| — | — | 608 5,78 
n..| — | — | 600/693] — | — | 62 6,22 
H,s0,| — | — | — | — | 22,25) 21,80| 22,03 21,78 


0,2020 g Lykoperdin gaben 0,3300 g CO, und 0,1298 g H,0: 

C = 44,55%, H = 7,20%. 
0,1212 g Lykoperdin verbrauchten nach Kjeldahl 6,0 ccm ™10- 
Schwefelsaure. 


N = 7,96%. 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,N,0, : 
C 44,55 44,32 °/o 
H_ 7,20 6,82 %/o 
N 7,96 7,99 °/o 
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Auberdem haben wir einmal im Chlorhydrat, welches 
aus dem freien Lykoperdin hergestellt war, eine Chlorbestim- 
mung gemacht. 

0,1625 g Substanz gaben 0,1098 g AgCl. 

Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,N,O,)2 HCI: 

Cl = 16,72 °/o Cl = 16,71 °/o 

Da das Chlorhydrat unter den verschiedenen Salzen am 
besten in Wasser lislich ist, haben wir dieses zum Zweck der 
Molekulargewichtsbestimmung des a-Lykoperdins angewandt. 
Die Bestimmung wurde nach der Gefriermethode von Beck- 
mann ausgefiihrt unter Anwendung von Wasser als Lésungs- 
mittel. 


Wasser Substanz A_ Gef.Mol.-Gew. Berechnet fiir (C,,H,,N,O0,)2 HCI: 
12,3178 g 0,7920g 0,29 421,9 425 


III. Eigenschaften und Verbindungen des a-Lykoperdins. 


Das freie a-Lykoperdin ist in Wasser unléslich und fiillt 
aus einer wiisserigen LOsung seiner Salze in gelinder Wirme 
beim Alkalizusatz in den schon erwahnten charakteristischen 
Kérnechen aus. Die Verbindungen, welche das oa-Lykoperdin 
mit Salzsiéiure, Bromwasserstoffsiiure und Phosphorsiiure bilden, 
krystallisieren isomorph mit dem Sulfat. Die Salze sind meistens 
leicht léslich in Wasser. 

Das a-Lykoperdin ist linksdrehend und zeigt Birotation. 
Die Bestimmung der spezifischen Drehung gab folgende Zahlen. 

0,9037 g Substanz in 17,06 g "/e-Salzsaéure gelist, drehten sofort 
im 2 dm-Rohr das Natriumlicht —0,71°, nach 24 Stunden — 0,56°. 

Mithin {a]p = —6,70° und [a]Jp = — 5,289. 

0,8239 g Substanz in 17,03 g "/s-Salzsiure gelist, drehten sofort 

beim Natriumlicht im 2 dm-Rohr —0,63°, am andern Tage — 0,50°. 
Mithin [aly = —6,52° und [a]p = — 5,16°. 

Das a-Lykoperdin zeigt keinen Schmelzpunkt. Es fiirbt 
sich im Kapillarrdhrchen von etwa 130° C. an schwach gelb- 
braunlich, gegen 240° C. ganz dunkel. 

Das a-Lykoperdin wird durch Phosphorwolframsaure, 
Phosphormolybdinsiure, Pikrinsiure und Gerbsiure gefiillt. 
Es 1léBt sich leicht benzoylieren oder acetylieren; die Anzahl 
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von Benzoyl- oder Acetylresten, die ein Molektil Lykoperdin 
aufnimmt, ist unter den bei der Reaktion angewandten Be- 
dingungen verschieden. Wahrscheinlich stellen aber die bisher 
gewonnenen Benzoyl- oder Acetylprodukte alle nur ein Ge- 
misch der verschieden acetylierten Produkte dar. 

Das a-Lykoperdin zeichnet sich durch folgende Reak- 


tionen aus. 


1. Biuretreaktion. 
Eine wisserige Losung der Lykoperdinsalze zeigt beim 
Zusatz von Natronlauge und verdiinnter Kupfersulfatlésung 
ohne Erwirmen eine schone Violettfarbung. 


2. Reduktionsprobe. 


Eine wiisserige Loésung der Lykoperdinsalze reduziert 
beim Erwaérmen Fehlingsche Lésung. Die Reduktionskraft 
wurde nach der Bertrandschen Methode bestimmt. 

a) 0,1089 g a-Lykoperdin wurden in Wasser  mittels 
verdiinnter Salzsiure gelést und genau nach der Vorschrift 
von Bertrand behandelt mit dem Resultate, dafi die Reduk- 
tionskraft 13,5 mg Traubenzucker gleich kommt. 

b) 0,1356 g a-Lykoperdin wurde in Wasser mittels Salz- 
siure gelist, nach Bertrand behandelt und dabei gefunden, 
daB8 die Reduktionskraft 17,5 mg Traubenzucker entspricht. 

Demnach entspricht die Reduktionskraft des a-Lykoperdins 
ca. 1's derjenigen des Traubenzuckers. 


3. Jodreaktion. 
Eine wasserige LOsung von Lykoperdinsalzen wird von 
Jodjodkalium beim Zusatz von Chlorzink schén rotviolett ge- 
fiirbt; die Farbe verschwindet beim Erwirmen, kommt aber 


beim Erkalten wieder zum Vorschein. 
Das Lykoperdin bildet mit Phenylhydrazin kein Osazon. 


IV. Spaltung des a-Lykoperdins. 


Das a-Lykoperdin wird durch konzentrierte Mineralséuren 
gespalten. Zu den Spaltungsversuchen haben wir meistens nach 
Firth und Russo konzentrierte Salzsaéure und Zinnchloriir an- 
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gewandt. Die Fliissigkeit farbte sich dabei dunkel und nur eine 
kleine Huminsubstanz schied sich aus; die vom Zinn durch 
Schwefelwasserstoff befreite Lésung war aber vollig farblos. 

1 g a-Lykoperdin wurde in 50 ccm konzentrierter Salz- 
siure getan unter Zufiihrung von 1 g Zinnchloriir und in kleinem 
Kolben am Riickflujkiihler 1 Stunde und 30 Minuten gekocht. 
Die Reaktionsfliissigkeit wurde mit Wasser verdiinnt und durch 
Schwefelwasserstoff vom Zinn befreit. Das Filtrat hinterlieB 
beim vorsichtigen Verdampfen eine krystallinische Substanz 
(ca. 0,7 g), welche Fehlingsche Lésung schon in der Kiilte 
zu reduzieren vermag; sie gab Phenylhydrazinprobe (Schmelz- 
punkt des gebildeten nadelf6rmigen Osazons : 204—205° C.) 
und zeigte eine starke Rechtsdrehung. 

0,5215 g Substanz in 13,1000 g Wasser gelist, drehten 
im 1 dm-Rohr das Natriumlicht 2,81° nach rechts. 


Demnach [a]p = + 70,6°. 
Sie wurde weiter durch folgende Analyse als Glukosamin- 


chlorhydrat identifiziert. 
0,1206 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 58 cem 2/10- 
Schwefelsaure. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO,HCI: 
N = 6,75°/o N = 6,50°/o 

0,1395 g Substanz gaben 0,0926 g AgCl. 

Gefunden: Berechnet fiir C,H,,NO;HCI: 
Cl = 16,42°/o Cl = 16,45°/o 


Um zu entscheiden, ob das Lykoperdin bei der Siure- 
spaltung neben dem Glukosamin irgend eine fliichtige Fettsaure 
liefert, haben wir nach Prof. Araki folgenden Versuch an- 
gestellt. 

3,2050 g a-Lykoperdin wurden in einem zugeschmolzenen 
Rohr mit 30 ecm konzentrierter Salzséure 4 Stunden lang auf 
110° C. erhitzt. Der Inhalt, welcher braunschwarz gefarbt war 
und etwas Huminsubstanz gebildet hatte, wurde mit Wasser 
verdiinnt und 6 Stunden lang einer Wasserdampfdestillation 
unterworfen. Das Destillat wurde in Barytwasser aufgefangen 
und von dem iiberschiissigen Baryt durch Kohlensdure befreit, 
auf dem Wasserbade eingedampft und nochmals filtriert. Aus 
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dem Filtrat wurde die Salzsiure entfernt und zuletzt wurden 
0.5146 g schén krystallisierten Baryumsalzes gewonnen, das 
durch seine Reaktionen und die folgende Analyse als ameisen- 
saures Baryum erkannt wurde. 

0,2247 g Substanz gaben 0,2282 g BaSQ,. 

Gefunden: Berechnet fiir (CHO,),Ba: 

Ba = 60,21°/o Ba = 60,42°/o 

Um das Glukosamin, das bei der Spaltung des a-Lyko- 
perdins gebildet ist, quantitativ zu bestimmen, haben wir nach 
den Angaben von Fiirth und Russo!) und Léwy?) folgender- 
mafen verfahren. 

1. 0,4803 g Substanz wurden mit 10 ccm konzentrierter 
Salzsiiure unter Zusatz von 1 g Zinnchlorir 2 Stunden lang 
am RiickfluBkiihler im Glycerinbad bei 110—120° C. zum ge- 
linden Sieden erhitzt. Die entstandene dunkel gefirbte L6sung 
— wir konnten dabei die Bildung einer kleinen Menge Humin- 
substanz nicht voOllig verhindern — wurde mit Wasser ver- 
diinnt, durch Schwefelwasserstoff vom Zinn befreit und auf dem 
Wasserbade eingedampft. Der dabei ausgeschiedene krystalli- 
nische Riickstand wurde wieder in Wasser geldst und in 100 ccm- 
Mafkolben zur Marke gefiillt. In 20 ccm der Lésung wurden 
nach Bertrand 89 mg Glukosamin gefunden. 

Demnach = 91,6°/o. 

2. 0,4707 g Substanz wurden wie oben behandelt. Der 
zuletzt gewonnene Riickstand wurde in Wasser geldst und in 
1/; der Lésung nach Bertrand 85 mg Glukosamin gefunden. 

Demnach = 90,27°/o. 

Die Ameisensiiure, die bei der Lykoperdinspaltung ein- 
tritt, wurde nach dem Verfahren von Brach®), welches auf der 
Wenzelschen Methode beruht, bestimmt. 

0,5110 g a-Lykoperdin wurden mit 10 ccm konzentrierter 
Salzsiiure unter Zusatz von 1 g Zinnchlorir gespalten, und die 
in der Spaltungsfliissigkeit gebildete Ameisensadure neutralisierte 
15,7 ccm "/10-Natronlauge. 





1) Fiirth und Russo, lI. c. 
*) Léwy, Biochem. Zeitschr., Bd. 23, S. 47. 
5) Brach, Biochem. Zeitschr., Bd. 38, S. 468. 
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Demnach = 14,4 °/o. 
2. 0,4702 g a-Lykoperdin, wie oben behandelt, lieferten 
Ameisensaure, welche 14,5 ccm ®/10-Natronlauge neutralisierte. 
Demnach = 14,2 °/o. 


V. Darstellung des $-Lykoperdins. 


Das Filtrat vom Sulfat des a-Lykoperdins wurde mit 
Wasser verdtinnt, im Wasserbade auf ungefiihr 60° C. erwirmt, 
soviel Alkohol hinzugefiigt, bis die ganze Fliissigkeit sich 
weiblich triibte, und dann mit verdiinnter Schwefelsiéure ver- 
setzt, wobei die Triibung feinen mikroskopischen Nadeln Platz 
machte. Beim Erkalten schieden sich weiter die Krystalle, welche 
unter dem Mikroskop hauptsachlich aus Nadeln bestanden, in 
einer grofen Menge ab. Sie wurden abgesaugt und wieder in 
heiBem Wasser gelést und 24 Stunden in der Kalte stehen 
gelassen, von einer dabei abgeschiedenen geringen Menge o- 
Lykoperdinsulfat abgesaugt, und das Filtrat wurde, wie oben, 
mit Alkohol und Schwefelsiure behandelt. Der dabei ausge- 
schiedene nadelférmige Niederschlag (Photogr. 3.) wurde abge- 
saugt, mit verdiinntem, dann mit absolutem Alkohol und im 
Exsikkator getrocknet. 

Aus den einzelnen Mutterlaugen des a-Lykoperdins haben 
wir im ganzen ca. 40 g des B-Lykoperdinsulfates gewonnen. 

Das freie B-Lykoperdin wird aus der Sulfatlésung durch 
verdiinnte Natronlauge nicht binnen kurzer Zeit ausgeschieden. 
Es wird aber durch den Zusatz von verdiinntem Ammoniak 
in der Warme schneller gefallt. Es sieht unter dem Mikroskop 


dem a-Lykoperdin vollig gleich aus. 
VI. Analysen und Molekulargewichtsbestimmung des § -Lykoperdins. 


Zur Analyse haben wir die Substanzen, wie oben erwiahnt, 
mit absolutem Aikohol und im Vakuumexsikkator zum kon- 
stanten Gewicht getrocknet. Die Analysen ergaben folgende 
Zahlen. ! 

0,1736 g des Sulfates gaben 0,2182 g CO, und 0,0951 g H,0. 

C = 34,27%, H = 6,09%. 
0,1700 g des Sulfates lieferten 0,2152 g CO, und 0,0936 g H,0. 
C = 34,52%o, H = 612%. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. dD 
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0,1298 g des Sulfates verbrauchten nach Kjeldahl 5.6 ccm 1/1¢- 
Schwefelséure. N = 6,09 %o. 

0,1716 g des Sulfates verbrauchten nach Kjeldahl 7,6 ccm ®/10- 
Schwefelsaure. N = 6,20°/o. 

0,1605 g des Sulfates gaben 0,0838 g BaSO,. H,SO, = 21,94 °/o. 


Es wurden gefunden: 


























| | _ 7 Mittel | Berechnet fiir 

2] 2] BL # |B | Mee” | cHatl,0,)H,80, 
C.. .| 3427] 3452) — | — | — | 34,40% 34,67 Jo 
H...| 609] 612) — Pas | — | 611 % 6,78 Jo 
N...| — | — | e609! Geo) — | @@be 6,22 %/o 
ie fa Te Re ie | 91.94 21,94 9/0 21,78 °Jo 


0,2430 g B-Lykoperdin verbrauchten nach Kjeldahl 13,8 ccm /10- 
Schwefelsaure. 


Gefunden : Berechnet fiir C,,H,,N,0,: 
N = 7,95 °/o N = 7,95 °/o 
Das Molekulargewicht des B-Lykoperdins wurde hier im 
Sulfat nach der Beckmannschen Gefriermethode bestimmt. 


Wasser Substanz A _ Gef.Mol.-Gew. Berechnet fiir(C,,H,,N,0,)H,SO, 
15,2100 g 0,3125g 0,095 410,2 450 


VII. Eigenschaften und Reaktionen des £-Lykoperdins. 


Die Eigenschaften und Reaktionen des B-Lykoperdins sind 
denen des a-Lykoperdins fast gleich. Die B-Form bildet jedoch 
zum Unterschied mit Schwefelséure ein in kaltem Wasser sehr 
leicht lésliches Salz und das Sulfat krystallisiert in Nadeln — 
bei einer langsameren Ausscheidung krystallisiert aber das B- 
Sulfat auch in einer quadratischen Form —. Das £-Sulfat 
drehte in ca. 3°/oiger Lésung eine Spur nach links. 


VIII. Spaltung des p-Lykoperdins. 


4,3525 g B-Lykoperdin wurden in einem zugeschmolzenen 
Rohr mit 30 ccm konzentrierter Salzséure 4 Stunden lang auf 
110° C. erhitzt und die gebildete fliichtige Saure wurde weiter, 
wie bei der Spaltung des a-Lykoperdins, durch eine 6 Stunden 
dauernde Wasserdampfdestillation als Baryumsalz (0,3620 g) 


isoliert. 
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0,1600 g des Baryumsalzes gaben 0,1628 g BaSQ,. 
Gefunden : ; Berechnet fiir (CHO,),Ba: 

Ba = 59,88 °/o Ba = 60/42 °/o 

Die in dem Kolben zuriickgebliebene Fliissigkeit wurde 
eingedampft, wobei ein krystallinischer Riickstand zuriickblieb, 
welcher Reduktions- und Phenylhydrazinprobe gab. 

0,1515 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 6,9 cem "/10- 
Schwefelsaure. : 

Gefunden: Berechnet fiir (C,H,,NO,)HCI: 

N = 6,37 °/o N = 6,50 °/o 
Nach unserer Erfahrung wird das §-Sulfat durch Salzsiure 
viel leichter als das a-Lykoperdin gespalten, deshalb haben wir 
hier 25°/oige Salzsiure angewandt. Die gewonnenen Resultate 
sind im wesentlichen denjenigen, die bei den Versuchen mit 
dem a-Lykoperdin erhalten wurden, gleich; hier war aber die 
gefundene Ameisensiuremenge etwas weniger. 

0,5436 g des 6-Sulfates wurden mit 10 cem 25°/oiger 
Salzséure und 1 g Zinnchloriir 2 Stunden lang im Glycerinbade 
auf 125—=132° C. erhitzt, und die Menge des entstandenen 
Glukosamins wurde, wie schon erwahnt, durch die Reduktions- 
kraftbestimmung nach Bertrand bestimmt. Es wurden in !/5 
der hergestellten Lésung 78,5 mg gefunden. 

Demnach 72,20 °/o oder 92,30 °/o, berechnet auf freie Substanz. 

0,6394 g des £-Sulfates wurden mit 10 ccm 25°/oiger 
Salzsiure unter Zusatz von 1 g Zinnchloriir wie oben be- 
handelt. Die dabei gebildete Ameisensiure neutralisierte nach 
dem schon erwihnten Verfahren 14,8 ccm "/10-Natronlauge. 
Demnach ergeben sich 10,5 °/o oder 13,42 °/o, berechnet auf 

freie Substanz. 


IX. Konstitution des Lykoperdins. 


Aus den Analysen und Molekulargewichtsbestimmungen 
geht hervor, dafi dem Lykoperdin (a- sowie B-Form) die Formel 
Ci3H,,N,0, zukommt. Da das Lykoperdin bei der Hydrolyse 
uber 90°/o Glukosamin und ca. 14°/o Ameisensiure liefert, 
steht auBer Zweifel, daB in einem Molekiil desselben zwei 


H* 
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Glukosaminkomplexe und noch eine Gruppe, welche ein Mo- 
lekiil Ameisensaéure zu liefern vermag, vorhanden sind. 

Falls die Spaltung quantitativ nach der folgenden Gleichung : 

C,H,,N,O, -++ H,O + O = 2C,H,,NO, ++ HCOOH 

erfolgt, so muB ca. 101 °/o Glukosamin und ca. 13 °/o Ameisen- 
siure gebildet werden. Wir haben also etwas weniger Glu- 
kosamin und etwas mehr Ameisensiiure gefunden als diese 
berechneten; das kénnte aber dadurch erklirt werden, dai 
bei der Spaltung eine kleine Menge Huminsubstanz gebildet 
wurde, und dafi das Glukosamin selbst bei analoger Behand- 
lung immer eine kleine Menge fliichtiger Séure liefert. 

Unter den Reaktionen des Lykoperdins ist die Biuret- 
reaktion besonders bemerkenswert fiir seine Konstitutions- 
ermittelung. 

Nach Schiff!) fallt in allen Verbindungen, in welchen 
die Gruppen CONH,, CSNH,, C(NH)NH, oder CH,NH, zu zweien 
durch ein Kohlenstoff- oder ein Stickstoffatom oder direkt mit- 
einander verkuppelt vorhanden sind, oder die Biuretreaktion 
positiv aus, also in den folgenden Typen: 


™ /CONH, ~ /CONH, — CONE, 


\cONH, —° \CONH, CONH, 
Biuret Malonamid Oxamid Glycinamid. 

Da im Lykoperdin zwei CHNH,-Gruppen vorhanden sein 
kénnen, diirfte man die Biuretreaktion desselben mit der An- 
nahme erkliiren, dafi diese Gruppen im Lykoperdin direkt oder 
nur durch ein Kohlenstoffatom verkniipft sind. 

Unsere Substanz ist ein starker Salzbildner und sie bildet 
mit einem Molekiil Schwefelsiiure oder zwei Molekiilen Salz- 
siiure feste Verbindungen. MHieraus darf man wohl schliefen, 
dafi im Lykoperdin Aminogruppen frei, nicht substituiert, exi- 
stieren; dafiir spricht auch die Tatsache, daB die Lykoperdin- 
salze, wie spiiter erwiihnt, mit grofer Leichtigkeit in wasseriger 
Lésung mit Natriumnitrit durch Abspaltung von Stickstoff 


reagieren. 


und NH,CH,—CONH, 


’ 


1) Schiff, Chem. Ber., Bd. 29, S. 298. — Liebigs Annalen der 
Chemie, Bd. 299, S. 236, und Bd. 319, S. 300. 











Neue Glukosaminverbindung und Konstitutionsfrage des Chitins. 69 


Es wird nicht zu gewagt erscheinen, wenn wir, auf die 
oben und unten erwihnten Griinde hin, dem Lykoperdin fol- 
gende Konstitutionsformel zuschreiben. 


CH,OH 
CHOH CH,OH 
| | 
CHOH | CH ——— 
| O | 
CHNH, |  CHOH 
oe | 
C —_——__—$$—$——— CNH, | 
H ce 
CH 
CHO 


DaB das Lykoperdin ein Reduktionsvermogen besitzt, aber 
kein Osazon bildet, ist aus der obigen Konstitutionsformel ohne 
weiteres begreiflich. Ferner wurde die Existenz der Aldehyd- 
gruppe durch folgenden Versuch gestiitzt. 

Das Sulfat des B-Lykoperdins wurde in wisseriger L6ésung 
mit der berechneten Menge Natriumnitrit versetzt, 24 Stunden 
stehen gelassen. Die Reaktionsfliissigkeit wurde mit Alkohol 
gefillt und die vom Niederschlag (Natriumsulfat) abfiltrierte 
Liésung auf dem Wasserbade vorsichtig eingedampft, wobei ein 
stickstofffreier, starke Reduktionsprobe gebender Sirup zuriick- 
blieb. Er wurde mit Wasser aufgenommen, mit Essigséure an- 
gesdiuert und unter Zufiigung von Phenylhydrazinchlorhydrat 
und Natriumacetat im Wasserbade 50 Minuten erhitzt. Bei 
allmiihlichem Erkalten schied sich ein Osazon') ab, welches 
unter dem Mikroskop aus gelben breiten Nadeln bestand 
(Photogr. 4). Die aus heiBem Wasser gereinigten Krystalle 
schmolzen bei 160—162° C. 

Das a-Lykoperdin gibt ebenfalls nach Einwirkung von 
salpetriger Siiure und nachheriger Phenylhydrazinbehandlung 
ein Osazon, welches wir aber bisher nicht ganz rein isolieren 


konnten. 





‘) Daf’ das Desaminierprodukt des Lykoperdins mit Phenylhydrazin 
ein Osazon gibt, ist durch die Annahme erklarbar, dafi die COH benach- 
barte Gruppe CH—O— bei der Einwirkung von salpetriger Saéure oder 
Phenylhydrazin unter Aufnahme von H,O in CHOH umgewandelt wird. 
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In unserem Formelbild sind zwei Glukosaminkomplexe 
durch Kohlenstoffatome direkt verbunden; damit kénnte man 
wohl eine starke Resistenz des Lykoperdins gegen die Spaltung 
erkliren. Das ein am C-Atom gebundenes H-Atom einer 
CHNH,-Gruppe mit einer anderen Gruppe unter Wasseraustritt 
in Reaktion tritt, hat nichts Befremdliches; derartige Bin- 
dungsweise hat auch Schiff!) in den Polyaspartsiéuren, welche 
auch die Biuretreaktion geben, angenommen: 

CO COOH 
cus, 

Was die Bildung von zwei Modifikationen (a- und B-Lyko- 
perdin) betrifft, kénnen wir vorliéufig nichts Sicheres sagen. 
Ks ist nicht ausgeschlossen, dafi die B-Form bei der Spaltung 
durch Razemisierung aus der a-Form gebildet ist; wahrschein- 
licher scheinen aber beide Formen folgenderweise durch ver- 
schiedene Lagerung von Aldehydgruppe zu entstehen: 

| | 


2 


| O | O 
—C—NH, | —C—NH, 

a rw 

C—CHO CHO—C™ 

H H 


Diesbeziigliche Untersuchungen werden zurzeit  vor- 
genommen. 


X. Uber die Konstitution des Chitins. 


Die Konstitutionsformel des Chitins wurde einmal von 
Irvine?) wie folgt gegeben, ohne da sie hinreichend be- 


griindet war. 
Aili cemnanspidonaiiniiauas sacessieieanal siiditiaiel 


| | 
O-CH-CH( NH-C,H30):CH(OHy CH-CH(OH)-CH,:0-CH-CH(NH,yCH(OH)-CH:CH(OH)- CHy 0 
CH+CH(NH-C,H,0)CH(OH)'CH-CO(OH)-CH,0°CH'CH-(NH-C,H,0)*CH(OH): CH-CH(OH)CH, 


Es | O 


Neuerdings hat Brach*) gefunden, daf im Chitin auf 
ein Stickstoffatom ein Essigsiurerest und ein Glukosamin vor- 





') Schiff, Chem. Ber., Bd. 30, S. 2449. 
*) Irvine, Journ. Chem. Soc., Bd. 95—96, S. 564. 
3) Brach, l. ec. 
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handen sind. Er bemerkt dariiber folgendes: «Fir die An- 
nahme einer Anordnung der Essigsiéurereste in Form von 
Acetessigsaure bezw. Acetylacetatessigsiureresten ergeben sich 
keine Anhaltungspunkte und diirfte die Annahme einer gleich- 
mifigen Verteilung der Essigsiéurereste auf alle Stickstoffatome 
am einfachsten und ungezwungensten erscheinen>. 

Wie die Glukosaminkomplexe im Chitin verkettet sind, 
dariiber sind wir aber bisher nicht genug unterrichtet; einmal 
hat Fiirth und Russo') im Chitosan folgende Bindungsweise 


vermutet. 
| | 
CHNH,  CHNH, 
| | 


C= a 
tee Q—m = 


DaB diese Annahme aber nicht mehr haltbar ist, wurde 
schon von Offer?) hervorgehoben. 

Die von uns gefundene Tatsache, dai das Lykoperdin 
und Chitosan dieselbe Jodreaktion und die Salze der beiden 
Substanzen sehr &hnliche charakteristische Krystallform zeigen, 
liBt uns vermuten, dafi} den beiden und auch dem Chitin éhn- 
liche Konstitution zukommt. Man konnte sich vorstellen, dal} 


im Chitosan oder Chitin auch eine Bindungsweise: 
CHNH, 
(2 _G_—nu, 
H | 

existiert. 

Tatsachlich konnten wir wie folgt aus dem Chitin (aus 
Krebspanzer) durch Saurehydrolyse eine geringe Menge Sub- 
stanz erhalten, welche ebensogut wie das Lykoperdin eine 
schone Biuretreaktion gibt. 

50 g Chitin wurden mit 1500 ccm 35°/oiger Schwefel- 
siure 3 Stunden lang auf dem Sandbade gekocht, wobei nur 
ein kleiner Teil des Chitins gelést wurde. Die Losung wurde 
auf 5°/oige Schwefelsaéure gebracht und mit Phosphorwolfram- 
siure gefillt. Das vom gereinigten Phosphorwolframat tiblicher- 





1) Firth und Russo, l. ¢. 
?) Offer, Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 117. 
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weise gewonnene Sulfat krystallisierte in kugelig oder mehr 
oder weniger quadratisch gruppierten Nadeln. Es wurde in 
wenig Wasser gelést und mit Tierkohle entfarbt. Die Lésung 
gab Biuret- und Reduktionsprobe, aber keine Jodreaktion. 
Wenn nun 4 Glukosaminmolekiile — nach der Unter- 
suchung von Brach muf das Chitin aus mindestens 4 Glu- 
kosaminmolekiilen aufgebaut sein —, welche an jeder Amino- 
gruppe acetyliert sind, derart wie im Lykoperdin, miteinander 
verbunden sind, so lautet die Strukturformel folgendermaBen : 











CH,OH 
CHOH CH,OH 
CcH——————_ CHOH CH,OH 
| } J | 
CHOH b CH CHOH CH,OH 
| | | | 
CHNHCOCH, | CHOH j CH -  CHOH 
| — | —_ 
+ ———(C—NHCOCH, | CHOH | CHOH 
H hae ws! O | 
C= C—NHCOCH, | CHOH 
c— C—NHCOCH, 
H | 
CHO 
= (C;,H;,N,0,,. 


Diese Zusammensetzung stimmt mit der von Brach be- 
stimmten kleinsten Formel des Chitins vollig tiberein.'!) 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 

') Die Aldehydgruppe dient vielleicht im Chitin zu weiterer Kuppelung 
oder bildet méglicherweise mit einer Alkoholgruppe einen hydroxylierten 


Athylenoxydkomplex. 
Nach Brach ist die Formel des Chitins (C,,H,,N,O,,)x. Wir haben 
auch einige Elementaranalysen mit Krebschitin ausgefiihrt. Die gewonnenen 


Zahlen stimmten ziemlich gut mit dieser Formel tberein. 
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Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. 


VIII. Mitteilung.?) 
Von 
Hartwig Franzen. 
Uber die Vergairung der Ameisensaure durch Bacillus 
Plymouthensis in konstant zusammengesetzten Nahrboden. 
Von 


Hartwig Franzen und F. Egger. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, September 1913.) 


In der vorhergehenden Abhandlung haben wir das Zahlen- 


material, welches bei der Vergiarung der Ameisensiiure durch 
Bacillus Kiliense erhalten wurde, mitgeteilt; in dieser Mitteilung 
soll zum Schluf iiber das unter gleichen Umstanden mit Bacillus 
Plymouthensis gewonnene Zahlenmaterial berichtet werden. 


17°. 


Tabelle Nr. 71. I. Tag 13. I. 1910. 








—————— 





7 skies! watomaeh | veahaertenee| vad earn Caer | cote 
el | | HCOOH | HCOOH ates mes 

lid g | g | / | g |  %/e 

1) 1 | 46526) 04547 | 9880 | —0,0055 —1,20 
2) 3 | 45480) 04445 | 9658 |—0.0157 —342 
3 | 5 | 46559 0.4550 98,87 —0,0052 —1,13 
4 | 7 | 44563) 0,4355 94,63 | —0,0247 -—5,37 
5 | 9 | 42745) 04178 | 90,77  —0,0424 —9,23 


*) VII. Mitteilung: Diese Zeitschrift, Bd. 83, 1913, S. 226. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII 6 
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Hartwig Franzen und F. Egger, 


Tabelle Nr. 72. 


1. Tag 13. I. 1910. 









































Zeit | Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
; Kolben Kalomel | vorhandene _vorhandene | a : 
2 |», ~ | HCOOH | HcooH | HCOOH HCOOH 
lagen g | g | 90 | g | %0 
1 2 4,6481 | 04542 98,70 _— 90,0060, — 1,30 
2 4 | 45585! 0,4455 | 96,80 |—0,0147!| — 3,20 
3 6  verungliickt | | | 
4 8 44432 04342 | 9435 —0,0260 — 5,65 
5 10 | 42060 0,4110 89,32 | —0,0492 —10,68 
Tabelle Nr. 73. 1. Tag 13. I. 1910. 
Zeit Kolb | Kalomel | — | ne | Veen 'Vergoren 
. oipen aiomel | vorhnandene | vornandene | ‘ ' 
y | meee | meoon | "OOOH | Reuse 
lagen Nr. | g g | 9 | g % 
1 11 46517 0,4546 | 98,78 —0,0056 — 1,22 
2 13 | 4,6662 04560 99,09 '—0,0042 — 0,91 
3 | 15 4,5597 | 0,4456 | 96,82 —0,0146 — 3,18 
t 17 | 44573 | 0,4356 94,65 — 0,0246 — 5,35 
5 19 388479) 03760 | 81,71 | —0,0942 —18,29 
Tabelle Nr. 74. 1. Tag 13. 1. 1910. 
Zeit | Noch | Noch | Vergoren Vergoren 
. Kolben| Kalomel | vorhandene | vorhandene | 
Tagen, | g | g | 9 g | Jo 
1 12  4,6605 | 0.4555 98,97 |—0,0047 —1,03 
2 14 | 46414 | 0,4536 98,56 |—0,0076 —1,44 
3 | 16 | 45422 |} 0,4439 96,46 | —0,0163 —3,54 
4 | 18 | 44534 | 0,4352 94,59 |—0,0250 —5,41 
) | 20 | verungliickt | 
Makroskopische Beobachtungen. 
I. Tag. Die Flissigkeit tiberall vollig klar. 
ll. Tag. Alle Kolben noch vo6llig unverandert. 
lll. Tag. Jetzt alle Kolben schwach angegangen. Kolben 16 
stirker entwickelt. 
IV. Tag. Uberall deutlich triibe Fliissigkeit. 
V. Tag. Am Rande dicker weifer Ring, leichte Farbstoffbildung. 
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Mittlere Tabelle der relativen Werte. 


— 1,19 
— 2,24 
73, 74 
— 3,38 
— 5,45 
"n 7 
— 9,95 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





71 72 73 74 
— 0,01 + 0,11 0,03 — 0,16 — 
+118 +093  —1,33 —0o80 
2,23) “a —018 +018 

—008 +02 — 0,1 — 0,03 


wom 99 +- 0,73 |+ 8,34 _ 


Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 


— 55 
— 105 
73, 74 
— 155 
— 251 
71, 72 
— 458 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





or 
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Tabelle Nr. 75. 


| 


Noch 


HCOOH 
g 


1. Tag 20. Il. 1910. 


} 
| 
| 


| Kalomel | vorhandene '_vorhande ne 
HCOOH 


Noch 


Vergoren | Vergoren 


HCOOH 








oF © t= 


Hs = eR OD 





Tabelle 


0,4577 
0,4492 
0,4507 
0,4250 
0,3983 


Nr. 76. 





99,47 
97,61 
97,94 
92 36 
86,57 


1. Tag 20. II. 1910. 





0.0025 
—0,0110 — 2,39 
—0,0095| — 2,06 
| —0,0852) — 7,64 
—0,0619 —13,43 


— 0,53 








reo 


Noch 


- vorhandene 


HCOOH 
x 


Noch 


| vorhandene | 
HCOOH 


0; 
Jo 





Vergoren 


HCOOH 








4.6600 | 
4.6050 | 
4.5918 | 
4.3245 | 
4.0728 | 


0,4454 
0,4500 
0,4487 
0,4226 
0,3980 


Tabelle Nr. 77. 





98,98 
97,79 
97,51 
91,83 
86,49 


1. Tag 20. Il. 1910. 








 iiieeie | 


ie io 


Noch 


HCOOH 
g 


Noch 


| vorhandene | _vorhandene. 
HCOOH 


0! 
/9 


—0,0074 — 1,02 
 —0,0102 —-- 
—0,0115 
—0,0376 


_— 





| Vergoren | ‘Vergoren 


| HCOOH 








— 
$5088 
co 


| 
5 | 


4,0508 


0,4529 
0,4501 
0,4489 
0,4217 
0,3959 


98.44 
97,80 


= - 


97,59 
91,62 
86,02 


'—0,0073 — 
/—0,0101 
00113 
—0,0385 
—0,0643 
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Tabelle Nr. 78. 1. Tag 20. II 1910. 


—=—=—$_=$_£_££££_£_£_£$_$_$__$_$_—_———————————— LL es 








Zeit | | Noch Noch __ Vergoren | Vergoren 
se i Kalomel | ae vaICOOH | tom | sare 
Tagen | 8 | g ~~ | ¢ | .% 
"| 1 12 | 46430) 04538 | 9860 |—0,0064— 1,40 
29 14 | 46034) 04499 97,76 |'—0,0103)— 2,24 
3 16 © 45900 0,4486 97,70 | —0,0116) — 2.30 
t+ 18 | 43378 | 0,4239 92,12 |—-0,0363'/— 7,88 
5 20 | 40420! 0,8950 85,84 | —0,0652 — 14,16 
Makroskopische Beobachtungen. 
. |. Tag. In keinem Kolben auch nur Spuren einer Triibung 
- wahrnehmbar. 
I]. Tag. In allen Kolben eine minimale Tribung. 
lll. Tag. Allenthalben ist die Triibung starker geworden. 
\V. Tag. Es laBt sich eine stérkere Triibung wahrnehmen. 
VY. Tag. Alle Kolben zeigen nun Schollen- und Schuppen- 


bildung. 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 


1,13 
2,26 
8,02 
— 13,77 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 








l 75 76 77 78 
\ — 0,6 —0,11 +046 £-+0,27 
1.013 —005 —006 —0,02 
—027 +016 +012  —0,03 
—038 +015 +036 —O,14 
—0,34 —026 +021 +039 
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Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
— 52 
— 104 
— 110 
— 369 
— 634 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabeile. 


75 76 77 78 
~27 nn + 20 + 12 
4+. 6 a a ae 
oni je ay 4+. 6 
li a 9 + 16 a & 
= - 1. 9 + 18 


Vergleich der mittleren Tabellen der relativen Werte. 





71—74 75—78 
— 1,19 — i 
— 2,94 — 2,26 
~ 3,36 — 233 
— 5,45 — 8,02 
— 995 —~e7 





71—74 73—78 
— 5d — §2 
— 105 — 104 
—- 155 — 110 
— 251 — 369 
— 458 — 634 
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Vergleich der gefundenen relativen Werte. 

































































fag) 71 72 73 | 7 | 7% | Ww | 7 | 2 
1. |—1,2 /— 1,3 |— 1,22|—1,03;— 0,53/— 1,02/— 1,54/— 1,40 
| 2 —342,— 32 /— 091|—-144— 239 — 2,21/— 220 — 2,24 
3. /—1,138} — |— 3,18/—354/— 206)/— 249/— 245'— 230 
i, —537 — 5,65 — 5,35|—5,41)— 7,64 — 817, — 838 — 7,88 
5. —9,23! — 10,68 —1829] — |— 1343 — 13,51) — 13,98 — 14,16 
Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 
Tag) 71 | 72 73 | 7% | 7% | 9 | 7 78 
' 1. —1,2 |—1,3 |— 1,22/—1,03] — 0,53 | -- 1,02 | —1,59 | — 1,40 
2. —2,22 —3,2 |+ 0,31/—041) — 1,86} —1,19)| —0,61 | —0,84 
3. +229 — |— 227|\—2,10 +0,33 |} —0,28| —0,25 | —0,06 
,, | — 4,24 |— 217|/—1,87/ — 6,58 | — 5,68 | —5,93 | —5,58 
5, | —3,86 — 5,03 ||— 12,94), — | — 5,79 | —5,34 | — 5,60 | — 6.28 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
fc 71 72 73 | 74 | 7% | 7 | 77 | 78 
l. |— 55) — 60) — 56 | — 47; — 25| — 48| — 72) — 64 
2. —157, —147, — 42/— 76, —110 — 102 | —101 | — 103 
3. — 52) — | —146 |—163) — 95) —115 |} —113 — 116 
i. —247; —260 | — 246 | 250, — 352 — 376) — 385 — 363 
5. | —424| —492 | —942| — | —619 | —622 | —643 | — 652 
Menge der wiihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 
Tag) 71 72 233 | 7 | 160=~«<SS:“(atsSTT 78 
l — 55 — 60 — 56 —47| — 25| — 48) — 72 — 64 
2. |—102) — 87) + 14) —29| — 85) — 54) — 29 — 39 
3. + 50; — | —188 | —87,; + 15) — 13) — 12 — 13 
‘. | —195 | — 100 | —-87 | — 257 | —261 | —272 | — 247 











—177| —232' —696| — | —267| —246| —258 | — 289 
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Wie ersichtlich, stimmen die bei den beiden Versuchs- 
serien, welche mit einem Zeitunterschied von ca. 5 Wochen 
angestellt wurden, in der Grdfenordnung annéhernd, nament- 
lich in den ersten Tagen, tiberein; gréfere Differenzen machen 
sich erst in den letzten Tagen bemerkbar. Es diirfte deshalb 
in diesem Fall angiingig sein, eine gemeinsame mittlere Tabelle 
zu berechnen. Diese wiirde dann fiir die relativen Werte lauten, 
bei Fortlassung des letzten Tages von Tabelle 75, welcher 
Wert ganz aus dem Rahmen herausfiallt, 


— 1,16 
— 2,95 
— 259 
—_ ee 
— 12,50 


Die Abweichungen der einzelnen Werte von der gemein- 
samen mittleren Tabelle betragen dann 














-+ 0,04 + 0,14) + 0,06 |— 0,13 — 0,63|— 0,14 + 0,48 -+.0,24 
1,17 40,05 — 1,34 |— 0,81 + 0,14\— 0,04'— 0,05 — 0,01 


164 — +059 40,95 0,53 — 0,10 — 0,14) — 0,29 
1,36 |— 1,08 — 1,38 — 1,820,914 144+ 1,65 + 1,15 
3,27 — 1,98 +579) — +40,93+ 1,014 1,48 + 1,66 


Wie ersichtlich, ist die Ubereinstimmung, mit Ausnahme 
der letzten Tage, eine ganz befriedigende; auch in den letzten 
Tagen gehen die Abweichungen nur in zwei Fiillen tiber 2°/o 
hinaus. Diese Ubereinstimmung der Werte der beiden Ver- 
suchsserien laft sich auch aus dem makroskopischen Bilde 
entnehmen; die Kolben zeigen in den ersten Tagen ein genau 
gleiches Bild, erst in den letzten Tagen treten geringfiigige 
Unterschiede auf. 
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Tabelle Nr. 7 





Pips 
1. Tag 24, I. 1910. 


| Noch 


VIII. 81 





| Vergoren 
























































Zeit | | Noch Vergoren 
a ‘Kolben Kalomel vorhandene | vorhandene 1 | 
a | HCOOH | Hcoon | HGOOH | HCOOH 
lagen| | | . | 
| Nr. | g g /o | g | °/0 
| : eros re : 
1 | 1 | 45936 04489 | 97,55 | —0,0113 — 2,45 
2 | 3 | 46912 04585 | 99,62 |—0,0017 — 0,38 
| 
3 | 5 | 46345 04529 98,42 | —0,0073 — 1,58 
4 | 7 | 42483 04152 | 90,21 | —0,0450 — 9,79 
5 | 9 | 39208 08832 | 83,26 |—0,0770 —16,74 
Tabelle Nr. 80. 1. Tag 24. I. 1910. 
| | | | 
Zeit | | Noch Noch Vergoren | | Vergoren 
. ape Kalomel | vorhandene | vorhandene’ ncoon | nen. 
Ne | HcooH | HcooH | HCOOH | 008 
ied : | 
| ee eh, ae ee 
1 2 | 45716) 04468 97,08 | —0,0134 — 2,92 
2 | & | 46773) 04571 | 9933 |—0,0031 — 0,67 
3 6 | 4,6537 | 0,4548 98,82 —0,0054 — 1,18 
4 | 8 | 4.2602) 0,4163 90,47 | —0,0439 — 9.58 
5 | 10 | 83,9139 0,8825 83,13 |—0,0777 —16,97 
rane’ Nr. 81. 1. Tag 24. I. 1910. 
‘oct 2 en a | 
Zeit | Noch Noch Vergoren | Vergoren 
m Kolben Kalomel vorhandene | vorhandene | 4 | HCC 
| Nr HCOOH | HCOOH HCOOH | HCOOH 
Tagen , | | 
| g g | */0 g °/o 
1 | 11 | 45920 04488 | 9751 |—00114 — 2,49 
} | | 
2 | 13 | 4,6600 04554 | 9896 |—0,0048 — 1,04 
3 15 | 46505 04545 | 98,76 —0,0057 — 1,24 
t 17 | 4.2718 04175 | 90,71 | — 00427, — 9,29 
5 19 3,9047 03816 | 8290 (—0,0786 —17,10 


















































$2 Hartwig Franzen und F. Egger, 
Tabelle Nr. 82. 1. Tag 24. I. 1910. 
Zeit |, | | Noch | Noch | Vergoren | Ver oren 
| i ng Kalomel | —— ‘vorhandene aaa ee 
Tagen) | g | g | lo | g | %o 
1 | 12 | 45837 04479 | 9734 —0,0123 — 2,66 
2 14 46984 04591 99,77 |—0,0011 — 0,23 
3 | 16 46577! 04552 | 9891 |—0,0050 — 1,19 | 
4 | 18 | 4,2752 04178 90,78 | —0,0424,— 9,22 i 
5 | 20 39368 0,3847 | 83,60 | —0,0755 —16,40 | 
Makroskopische Beobachtungen. 
I. Tag. Alle Kolben gleichmaéfig ohne jegliche Triibung. 
ll. Tag. Alle zeigen unmerkliche Triibung. 
lil. Tag. Die Triibung jetzt deutlich geworden, Beginn der 
Ringbildung. 
IV. Tag. Alle Kolben zeigen starken weifen Ring. Fliissigkeit 
gelb, bei 8 jedoch rot. 
V. Tag. Die Farbe ist gelbrot geworden, der Ring schwimmt 
in Flocken, die bei Nr. 9 und 10 rosa, sonst weil 
gefiirbt sind, umher. 
Mittlere Tabelle der relativen Werte. 
— 2,63 
— 0,58 
— 1,30 | 
— 9,48 i 
— 16,80 i 
Abweichungen der einzelnen Tabellen von der ‘ 
mittleren Tabelle. q 
79 80 81 82 f 
— 0,18 +- 0,29 — 0,14 +- 0,03 i. 
— 0,20 +- 0,09 +- 0,46 — 0,35 : 
+ 0,28 — 0,12 + 0,06 — 0,11 q 
+- 0,81 +. 0,05 — 0,19 — 0,19 { 
— 0,06 + 0,17 +- 0,30 — 0,40 i 
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Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 


79 80 —tsé*BB’IIJ 82 


—i +s he —" 
Ht wh aes — 
et LA Co + Hl 
—~%? +& wae — 


Tabelle Nr. 83. 1. Tag 27. Il. 1910. 
























































Zeit t | | Noch | Noch | Vergoren ‘Vergoren 
muane Kalomel | vorhandene | vorhandene 
- >. | Heees | neoce | 
—_ | g | g % | g | Oy 
| 1 | 1 | 46471 04541 , 9868 |—0,0061 — 1,32 
2 | 8 | 45830 0,4479 97,32 —-0,0123 — 2,68 ) 
3) 5 | 42414 04145 | 90,06 | —0,0457,— 9,94 
q 4 | 7 | 38701} 0,3782 | 8218 |—0,0820 —17,82 
: 5 | 9 | 34486 0,3370 | 73,58 | —0,1232 —26,42 
4 Tabelle Nr. 84 1. Tag 27. II. 1910. 
: Tait Koen Kalomel | ues DB ie one Vergoren oe 
i on | HCOOH HCOOH. HCOOH | HCOOH 
, — __§ 5 a. ee 
fe 1 | 2 | 46327) 04527 | 9838 —0,0075' ~— 1,62 
4 2 | 4 | 45792, 04475 | 97,24 |—0,0127 — 2,76 
q 3 | 6 | 42627 04166 | 9052 | —0,0436 — 9,48 
4 | 8 38880 03800 | 82,56 —0,0802 —17,44 
| 4650 03386 | 73,58 |'—0,1216 —26,42 


5 | 10 | 3 
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Tabelle Nr. 85. 1. Tag 27. II. 1910. 

















Zeit | Noch | Noch | verge | Wee 0 
= Kolben Kalomel | vorhandene | vorhandene | aaa ae 
_ HCOOH | HCOOH | 


Tagen Nr, g | g | %9 | g Fy 
1 | 11 46320) 04527 | 98,36  —0,0075 — 1,64 
2 138 45856) 04481 97,37 0.0121 — 2.63 
3 15 42201 0,4124 89,62 —0,0478 —10,38 
4 17 | 3,8769 | 0,3784 
5 19 | 34614 03383 73,50 





82.33 |—0,0818 —17,67 
—0,1219 —26,50 


Tabelle Nr. 86. 1. Tag 27. II. 1910. 

















Zeit Noch Noch | Vergoren | Vergoren 


| | 
Kolben  Kalomel  vorhandene | vorhandene . | 
nooeH | mcoag | SOO! | Stee 


Tagen, Nr, | g g | Jo g | % 
1 12 | 46395 04534 | 98,52 | —0,0068 — 1,48 
2 | 14 | 4,5803/ 04476 | 97,25 |—-0,0126 — 2,75 
3 


4 
5 | | 7 

16 | 42499) 0,4153 90,25 | —0,0449 — 97 
3,8 | 7 

5 




















: ; 5 i 

4 | 18 38720) 0.3784 | 82,23 |—0,0818 —17,77 

5 20 34592 03881 | 7346 —0,1221 —26,54 f 
Makroskopische Beobachtungen. 

I. Tag. Alle Kolben gleichmifig schwach abgegangen. i 
II. Tag. Alle Kolben gleichmibig mit leichter Triibung. _ 
lll. Tag. Alle Kolben gleichmafig stark triib mit ganz schwach ' 
rosa Flocken, Kolben 17 stirker rosa. 

IV. Tag. Alle Kolben wieder gleichmafig, sonst unverindert. : 
V. Tag. Alle Kolben gleichméBig mit deutlich rosa Fliissigkeit. i 


Mittlere Tabelle der relativen Werte. 


— it 
— on 
— 9.89 
— 17,67 
— 26,47 
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Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 











83 84 85 86 
; — 0,19 +-0,11 +- 0,13 — 0,03 
: — 0,03 +- 0,05 — 0,08 +- 0,04 
! + 0,05 — 0,41 — 0,49 — 0,14 
: -- 0,15 — 0,23 +0 +- 0,10 
: — 0,05 — 0,05 +- 0,03 +- 0,07 
: Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
: — 70 
: — 124 
: — 45d 
; — 814 
—- 1222 
: Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 
: 83 84 85 86 
— g +. 5 + 5 —2 
— 1 + 3 — 3 + 2 
+ 2 — 19 + 23 — 6 
+ 6 — 12 + 4 + 4 
+ 10 — 6 — 8 — 1 
§ Vergleich der mittleren Tabellen der relativen Werte. 
F 79 —82 83-—86 
— $68 wot $50 
— 0,58 — 2,71 
— 1,30 — 989 
— 948 — 17.67 
j — 16,80 — 26,47 
i: Vergleich der mititleren Tabelle der absoluten Werte. 
: 79-82 83--86 
—-121 — 70 
27 — 124 
— 59 — 455 
— 435 — 814 
— 772 — 1222 
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Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


—_ : 3 : : 
































Tag 79 80 si | 82 | 83 | 8& | 8 | 86 
|. | 245)\— 203\— 2,49) — 2,66 — 1,32 — 1,62 — 1,64 — 148 
2. — 038— 0,67 — 1,04/— 0,23) — 2,68, — 2,76, — 2,63 — 2,75 
3. 158\— 1,18\— 1,24/— 1,19) — 9,94 — 948 — 1038 — 9,75 
i. — 9,79— 9.53/— 9,29|— 9,22) — 17,82| — 17,44 —17,67| — 17,77 
5. — 16,74 — 16,97 — 17,10) — 16,40, — 26,42 — 26,42) — 26,50! — 26,54 
Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensidure. 
Tag 79 so | 8f | 82 | 83 | 84 | 85 86 
1. —245 | —2,92/ —249 | —2,66 | —1,32 | —1,62 | —1,64 | —1,48 
2.| +207 | +-2,25 | +-1,45 | +243 | — 1,36 | —1,14 | —0,99 | —1,27 
3. —1,20 | —-0,51 | — 0,20 | —0,96 | —6,26 | —6,72 | hae | | — 7,00 
t, ——8,21 —8 3d —8,05 | —8,03 | '_788| —7.96° — 7,29 — 8.02 
. 6.95 |--744| —7,81| —7,18 | —860 | —898 | —8.83 | —8,77 


Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 

















Tag) 79 | 80 | 81 82 | 83 a: 8 Bb 
1. —113 | —134/ —114| —123 — 61/— 75|— 7% — 68 
2. 17} — 31} — 48} — 11 |— 123)— 127/— 121) — 126 
3. — 73) — 54) — 57) — 50 — 457/— 436|— 478|— 449 





4.| —450 | —439 | —427 | —424 — 820/— 802/— sis — 8 818 
5, 770 —777 —786 —755 — 1932 1916/1919 —1921 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vengorenen 























Ameisensiure. 

Tag 79 +| ~~ 80 8i  ~—s &2 | 83 | 8 | 8 | 86 
1. —113  —134 | —114 | —123 | — 61 | — 75 | — 75 | — 68 
2. -+100 | +103 | + 66) +112 — 62) — 52) — 46 | — dd 
3. 56 | — 23'|— 9| — 30) —S84 | —800 | —387 | —323 


4.| —377 | — 385 | —370 | —374 | —363 | —366 | —340 | —369 
5. —320 | —338 | —359 | —331 | —412 | —414 | —401 | —-403 
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Die beiden Versuchsserien, welche mit einem Zeitunter- 
schied von ca. 5 Wochen angestellt wurden, zeigen recht be- 
deutende Unterschiede; die Aufstellung einer mittleren gemein- 
samen Tabelle ist also nicht angangig. Die Versuchsreihen 
79 und 82 stimmen ausgezeichnet tiberein und ebenso die Ver- 
suchsreihen 83—86; es fallt nicht ein einziger Wert aus dem 
allgemeinen Rahmen heraus. Der Unterschied in dem Ameisen- 
sdiurevergérungsvermégen der beiden Versuchsserien lat sich 
auch hier wieder auf eine Verschiedenheit des physiologischen 
Zustandes zuriickfiihren, wie ein Vergleich der bei der ma- 
kroskopischen Beobachtung erhaltenen Bilder lehrt. 


Tabelle Nr. 87. 1. Tag 20. I. 1910. 









































| | 
Zeit ik olben| | Noch | Noch Vergoren _——— 
_ | Kalomel | vorhandene ‘vorhandene y 
Nr. | HcooH | Hcoon | HCOOH | HCOOH 
Tagen, | | P 0 
| ; gg | g | /o | g Jo 
1 1 | 4.5485 | 0,4445 96,59 —0,0157 — 3,41 
2 | 3 | 47050) 0,4598 99.91 | —0,0004 — 0,09 
3 | 5B | 44067) 0,4307 93,58 | —0,0295 — 6,42 
4 | 7 41196) 04026 8748 | —0,0576 —12,52 
5 9 | 36853) 03602 — 7826 |—01000 —21,74 
Tabelle Nr. 88. 1. Tag 20. I. 1910. 
: : — ——— 
Zeit | | | Noch Noch _—_ Vergoren | Vergoren 
- oe Kalomel | vorhandene | vorhandene | HCOOH re 
Nr HCOOH | HCOOH | NGOOH | HCOOH 
Tagen | | | | 
| | a £ °/o 4 19 
1 | 2 45772) 04472 | 97,20 —0,0130 — 2,80 
2 4 | 46745 04568 | 99,27  —0,0034 — 0,73 
3 | 6 | 44028 0,4303 | 93,50 —0,0299 — 6,50 
¢ 8 | 40731 03980 | 8649 —0,0622' —13,51 
> 10 | 3.6972 03613 | 7851 |'—0,0989 —21,49 
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Tabelle Nr. 89. 1. Tag 20. I. 1910. 

















_ Kolb | Kal a, | Vv is | ) S| — |Vergoren 
. en, aiome or e*; vor 
in | “HCOOH | HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen Nr. | g | g 9 | g | lo 
1 | 11 | 45313 | 0,4428 | 9621 |—0,0174'— 3,79 
2 18 | 46844! 04578 | 99,48 —0,0024) — 0,52 
3 | 15 | 4.4064 | 0,4306 = = 93,57 —0,0296. — 6,43 
4 | 17 | 40638 00,3971 | 86,30 | —0,0631, —13,70 : 
5 | 19 | 3,6895 | 03606 78,35 | —0,0996 —21,65 
Tabelle Nr. 90. 1. Tag 20. I. 1910. 
: Zeit | | | Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 


Kolben Kalomel | vorhandene | vorhandene HCOOH HCOOH 











m | | HCOOH | HCOOH | 
Tagen| g | g | Fg | g | % ; 
1) 12 | 45442) 04441 | 9650 |—0,0161/— 3,50 
2 14 | 4,7023) 04595 | 99,85 | —0,0007 — 0,15 i 
3 | 16 | 43916 04292 | 9326 |—0,0310 — 6,74 | 
4 | 18 | 4,0537) 0,3962 | 86,08 —0,0640, —13,92 
5 | 20 | 36570) 0.8574 | 77,66 |—0,1028 —22,34 
Makroskopische Beobachtungen. 
I. Tag. Alle Kolben kaum merklich getriibt. 
Il. Tag. Die Triibung ist deutlicher geworden, am Rande 
leichter Ring. 

Ill. Tag. Sehr starke Triibung, dicker weifer Ring. 

IV. Tag. Die Fliissigkeit gelbrot, der Ring noch dicker. 

V. Tag. Der Ring gerissen, in Flocken umherschwimmend. 








Mittlere Tabelle der relativen Werte. 
— 3,37 
— 0,37 
— 6,53 
— 13,41 
— 21,81 
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Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 





87 88 89 90 
+004 —057 +042 +013 
—0,28 +036 +015  —0 22 
—~ Git —00t -~—~@40 +109 
—089 +010 +029 +051 
—0,07 —032 —O016 +053 


Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
— 156 
— 17 
— 300 
— 617 
— 1003 


i Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 








87 88 89 90 
( 1 — kWh - G 
~~ .3° <a? — 10 
+ £2 ee wo 
own de i ee « ee 
in “i es ae 


Tabelle Nr. 91. 1. Tag 24. II. 1910. 




















Zeit Kolb Noch Noch | Vergoren — 
; o'ben’ Kalomel | vorhandene |vorhandene ___ 
7 | | nooo | neo | Oe | oe 
Tagen Nr. | g | g 9 | g 9/9 
1 1 | 4,6564 0,4551 98,88 |—0,0051 — 1,12 
2 3 | 4,5507 | 0,4447 96,64 |—0,0155 — 3,36 
3 5 | 4.4522 | 0,4352 94,57 | —0,0250 — 5,43 
4 7 | 83,8792 | 0,3791 82,38 | —0,0811, — 17,62 
5 9 | 3,6336 | 0,3551 7716 |—0,1051; — 22,94 








-~ 
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_Tabelle | Nr. 92. 1. Tag 24. Il. 1910. 








a 



















































































keine Anderung. 


Zeit _ | Noch Noch | Vergoren | Vergoren 
§ ees Kalomel a “nCOOH HCOOH | HCOOH 
agen Nr. | g g | °/o g | fo 
1 | 2 | 46226) 04517 | 98,16 | —0,0085)— 1,84 
2 4 | 4,5497 | 0,4446 96,61 | —0,0156 — 3,39 
3 6 34304  0,4330 94,08 | — 0,02 72 — 5,92 
4 8 | 38592! 08771 81,95 —0,0831 — 18.05 
5 10 36458 | 0,3563 77,40 | —0,1039) — 22,60 
Tabelle Nr. 93. 1. Tag 24. I. 1910. 
Zeit - Noch Noch a Vergoren 
i ie Kalomel a” oo HCOOH aici 
Tagen | g g | Jo g %0 
1 11 | 46340) 0,4529 98,41 —0,0073 — 1,59 
2 13 4,5441 | 04441 96,50 — 0,0161, — 3,50 
3 15  4,4263 | 0,4326 93,99 —0,0276 — 6,01 
% 17 38515) 0,3764 81,79 | —0,0838 — 18.21 
5 19 36574) 0.8574 77,67 —0,1028 — 22.33 
Tabelle Nr. 94 1. Tag 24. II. 1910. 
Zeit | Noch | Noch Vergoren | Vergoren 
Re Kalome where aandene| coon | HCOO 
Tagen | ¢ g | 9 ft OJ, 
1 | 12 | 4,64 58 | 0,4540 98,66 | —0,0062)— 1,34 
2 | 14 | 4 5426 | 0,4439 96,46 —0,0163'— 3,54 
8 | 16 | 4.4597 | 0,4351 94.55 | —0,0251,— 5,45 
4 18 | 38692 | 0,3781 82,16 | —0,0821 — 17,84 
5 | 20 | | 3,6461 | 0,3563 77,43 | —0,1039, — 22,57 
Cidiendiediede Beobachtungen. | 
I. Tag. Alle Kolben schwach angegangen. 
Il. Tag. Die Kolben wenig starker getriibt. I 
lll. Tag. Uberall starke Triibung, reichliche Hautbildung an i 
der Oberfliche. i 
\V. Tag. Es haben sich viel Flocken gebildet. a 
V. Tag. Abgesehen von der nun gelb gefarbten Fliissigkeit 
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Mittlere Tabelle der relativen Werte. 


Abweichungen der 


1,47 
3,45 
5,70 


— 17,93 
— 22.61 





— 0,04 


94 92 93 
— 0,35 + 0,38 +- 0,12 
—- 0,09 — 0,06 +- 0,05 
— 0,27 +. 0,22 +- 0,31 
— 0,31 + 0,12 + 0,28 
+ 0,33 — 0,01 — 0,28 
Mittlere Tabelle der absoluten Werte. 
— 73 
— 159 
— 262 
— 825 
— 1039 


einzelnen Tabellen von der 
mittleren Tabelle. 


Abweichungen der einzelnen Tabellen von der 


mittleren Tabelle. 





91 92 93 94 
—@8 hie +2  —f1 
— f men le ok 
i ht heh df 
~~ b+ 895 —4 
+12 +0 —i! + 0 


Vergleich der mittleren Tabellen 
der absoluten Werte. 


der relativen Werte. 





87—90 91.94 
3,37 — 1,47 

— 037 — 38,45 
— 6538  — 5,70 
— 13,44 — 17,93 
—2181  —2261 








87-—90 91—94 
— 156 — 73 
— 17 — 159 
— 300 — 262 
— 617 — 825 
—1003 —1039 


7* 
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Vergleich der gefundenen relativen Werte. 











| | | | 
| } | | 


Tag) 87 | 88 | 89 | 90 | 91 | 92 93 | 94 


1.'— 341— 280— 3,79) — 3,50 — 1,12|— 1,84— 1,59 — 13; 
2. — 009— 0,73— 052)— 0,15'— 336 — 339 — 3,50 — 354 
3.|\— 642— 6,52, 6,43/— 6,74) — 543|— 5,92/— 601 — 5,45 
4. | 12.52 — 13,51 — 13,70, — 13,92 — 17,62, — 18.05 — 18.21 — 17.8; 


5. 21.74 — 21.49 — 21,65 — 22.94 — 92.94 2933 — 2933 — 9957 








Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 


= TESTE 


92 | 93 | 9 








Tag 87 88 | 89 | 90 | 91 


1.| —3,41 | —2,80 | —3,79 | a | 1,12 — 1,84 — 1,59 — 1.3% 
2. +3,32 | +-2,07 | +-3,27 | —3,35 | + 1,14) — 1,55|— 1,91;— 2,20 
3. | —6,33  —5,89 — 5,91 | —6,59 |— 2,07,— 2,53 — 2,51) — 1,91 
4. | —6,10 | —6,99 | —7,27 | —7,18 | — 12,19] — 12,18] — 12, 20 — 12.39 
5.| —9.22, —7,98 | —7,95 | 842 | — 532)/— 455/— 412/— 473 








Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 




















Tag] 87 88 | 89 90 | a): 93 | 94 

1.|— 157/ —130 | —174|— 161)— 51;— 85/— 93/— 62 
2 — 4 — 34/— 24/— 7)— 155|— 156/— 161)— 163 
3. — 295 —299 | —296 |— 310/— 250/— 272/— 276 — 276 
4. — 576 —622 | —631/— 640 — 811)— 831/— 838 — 521 
5. — 1000 —989 | —996 |— 1028 — 1051 | — 1039} — 1028 | — 1039 





Menge der wiahrend der einzelnen Tage vergorenen 


























Ameisensaure. 
Tag, 87 | 88 | 89 90 91 | 92 93 | 9 
1. | —157  — 130 | “174 —161| — 51| — 85 | — 93) — ®&2 
2.; +153 | + 96) | 4.150 +154} —154} — 71 | — 68 | —10! 
3.| —291 | —265 | —272 | — 303 | —100 | —101 | —115| — 88 
4. | — 281 | — 323 | —335 | —330| —561 | —559 | —562 | one GIO 
).| —434 | —367 | —365 | —388 | —240 | —208 | — 190. ann BES 
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Die Abweichungen der Werte der beiden Versuchsserien 
voneinander sind nicht besonders grof, nur am ersten und am 
fiinften Tage machen sich grOdfere Differenzen bemerkbar; es 
diirfte deshalb besser sein, keine gemeinschaftliche Mitteltabelle 
aufzustellen. Die Ubereinstimmung der Versuchsreihen 87—90 
ist ausgezeichnet, ebenso die der Reihen 91—94; kein ein- 
ziger der Werte fallt aus dem allgemeinen Rahmen heraus. 
Die kleinen Unterschiede im Ameisensaurevergirungsvermogen, 
welche die beiden Versuchsserien zeigen, spiegeln sich auch 
in dem makroskopischen Bilde wieder; sie lassen sich also 
auch hier auf kleine Unterschiede in dem physiologischen Zu- 
stande zuriickfiihren. 

Vergleicht man die mit den drei verschiedenen Bakterien- 
arten unter gleichen Umstiinden erhaltenen Werte miteinander, 
so sieht man, dafi Bacillus prodigiosus und Bacillus Kiliense 
zunichst Ameisensiiure erzeugen und dann erst in eine Ver- 
cérungstitigkeit eintreten. — Die Menge der tiberhaupt er- 
zeugten Ameisensdure scheint bei Bacillus prodigiosus von der 
Temperatur, wenn auch nur wenig abhingig zu sein. Es werden 
im Maximum gebildet in Prozenten der urspriinglich vorhan- 
denen Menge bei 17° 6,68°/o, bei 21° 8,21°/o und bei 27° 
7,92°/o. Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei Bacillus Kiliense. 
Hier werden im Maximum gebildet bei 17° 4,03°/o, bei 21° 
2,90°/o und bei 27° 5,25%/o. Dieses Bakterium scheint aber 
nicht immer zunichst Ameisenséure zu bilden, wie aus der einen 
Versuchsserie bei 17° hervorgeht, bei welcher schon am ersten 
Tage 7,62°/o vergoren werden. Die Zeit, innerhalb welcher 
die gréfSte Menge Ameisensiiure gebildet wird, ist von der 
Temperatur stark abhéngig. So wird von Bacillus prodigiosus 
bei 17° nach drei Tagen, bei 21° nach zwei und bei 27° nach 
einem Tage die gréBte Menge Ameisensiure gebildet; von 
Bacillus Kiliense bei 17° nach zwei, bei 21° und 27° nach 
einem Tag. Von Bacillus Plymouthensis wird auch schon 
wahrend der ersten 24 Stunden bei allen Temperaturen Ameisen- 
saure vergoren. 

Was nun die Menge der durch die drei Bakterienarten 
vergorenen Ameisensdure anbetrifft, so ist sie eine Funktion 
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der Temperatur. Bezieht man die Menge der innerhalb fiinf 
Tagen vergorenen Ameisensdure auf die Menge der urspriing- 
lich vorhandenen, wie es in den Tabellen geschehen ist, so 
vergirt Bacillus prodigiosus bei 17° in der einen Versuchsserie 
4,02°/o, wihrend in der anderen noch ein UberschuB von 1,09 °/o 
vorhanden ist. Bei 21° werden 9,24°/o und bei 27° 18,21°/o 
und im anderen Falle 5,99°/o vergoren; es werden also durch 
dieses Bakterium mit steigender Temperatur steigende Mengen 
Ameisenséure vergoren. Umgekehrt liegen die Verhialtnisse bei 
Bacillus Kiliense. Hier werden bei 17° im héchsten Falle 
33,02°/o, bei 21° 19,23°/o und bei 27° 15,85°/o vergoren. Bei 


Bacillus Plymouthensis liegen die Verhaltnisse wieder wie bei 


Bacillus prodigiosus; hier werden mit steigender Temperatur 
wieder steigende Mengen Ameisenséure vergoren. Bei 17° 
9,95°/o, bei 21° 16,80°/o, in der zweiten Versuchsserie 26,47 °/o 
und bei 27° 21,81°/o und 22,61°/o. Von diesen drei Bakterien 
vermag Bacillus Kiliense tiberhaupt am meisten Ameisensaure 
zu vergiiren, 33,02°/o bei 17°. Dann folgt Bacillus Plymou- 
thensis mit 26,47°/o bei 21° und schlieflich Bacillus prodigiosus 
mit 18,21°/o bei 27°. 

Wenn man die Bakterien in der eben geschilderten Weise 
miteinander vergleicht, so gelangt man zu gefilschten Resul- 
taten, weil ja zum Teil auch zuniachst Ameisensiure gebildet 
und diese wieder vergoren wird, wiahrend die Werte auf die 
zugesetzte Menge Ameisensdure bezogen sind. Es ist deshalb 
besser, die absoluten Werte miteinander zu vergleichen. Wird 
die Menge Ameisensanre in 1/10 mg angegeben, so vergiirt 
Bacillus prodigiosus bei 17° 445 und 250, bei 21° 803 und 
bei 27° 1203 und 572. Bacillus Kiliense bei 17° 1168, bei 
21° 1016 und bei 27° 838. Bacillus Plymouthensis bei 17° 458, 
bei 21° 772 und 1222 und bei 27° 1003 und 1039. Bei diesem 
Vergleichsmodus vermag Bacillus Plymouthensis tiberhaupt am 
meisten Ameisensiéure zu vergiren, 1222 bei 21°, dann folgt 
Bacillus prodigiosus mit 1203 bei 27° und schlieflich Bacillus 
Kiliense mit 1168 bei 17°. 

Die in den Tabellen angegebenen Werte entsprechen nun 
sicher nicht den tatsichlichen Verhiltnissen, d.h. die gefundenen 
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Zahlen geben nicht die wahren Mengen gebildeter und vergorener 
Ameisensaure an. Die Verhiiltnisse werden wohl ihnlich liegen, 
wie sie von Hartwig Franzen und O. Steppuhn!’) bei ihren 
Untersuchungen tiber die Vergirung und Bildung der Ameisen- 
siure durch Hefen gefunden wurden. Es wird wohl zu allen 
Zeiten Ameisensaiure gebildet und auch solche vergoren, nur 
daB am Anfang die Ameisenséurebildung und spiter die Ver- 
gérung tberwiegt. Die erhaltenen Werte sind also auch hier 
Mittelwerte zwischen der Menge gebildeter und vergorener 
Ameisensiure. 

Ein Vergleich der Garungsintensitiiten, d. h. ein Vergleich 
der Mengen innerhalb eines Tages gebildeter und vergorener 
Ameisensiure, laft sich, wie aus den betreffenden Tabellen 
hervorgeht, ohne weiteres nicht ziehen, weil sich die Fehler 
bei dieser Berechnung haufen, dadurch viele Unstimmigkeiten 
entstehen und Analysenfehler sich besonders bemerkbar machen. 

Bei der Besprechung der bei den Versuchen eingehaltenen 
Versuchsbedingungen war die Frage offen gelassen worden, 
ob durch die angewandte Impfmethode die Menge der ein- 
gesiten Bakterien konstant erhalten werden konnte; auf Grund 
des vorliegenden Zahlenmaterials laft sich nun eine Entschei- 
dung treffen. 

Die Impfmethode war dieselbe, wie sie auch schon von 
Hartwig Franzen und G. Greve benutzt wurde, und das 
damals erhaltene Zahlenmaterial wies schon darauf hin, daf 


jJedesmal eine gleiche Bakterienmenge zur Anwendung kam. 


Bei den vorliegenden Versuchen wurden jedesmal 4 Parallel- 
versuchsreihen gleichzeitig angestellt, von denen je zwei aus zwei 
verschiedenen Kolben geimpft wurden. Wenn nun die Impf- 
methode keine Garantie dafiir bietet, dafi jedesmal die gleiche 
Bakterienmenge in die Kulturkolben hineingelangt, so diirfen 
die beiden gleichzeitig angestellten Serien von Versuchsreihen, 
welche ja aus verschiedenen Kolben geimpft wurden, keine 
iibereinstimmenden Werte geben. Es zeigt sich nun aber, dal} 
die siimtlichen gleichzeitig ausgeftihrten Parallelversuchsserien 
mit vier Ausnahmen, bei denen sich gréfere Differenzen finden, 


1) Diese Zeilschrift, Bd. 77, 1912, S. 129. 
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Tabelle 29—32, 47—50, 55—58, 71—74 untereinander tber- 


einstimmen. 


Die Nichtiibereinstimmung bei den angefiihrten Tabellen 


ist aber auch nur eine teilweise. 


So lauten die erhaltenen 


Werte in den Tabellen 29—32, wobei die nicht passenden ein- 


gerahmt sind. 











29 30 31 32 
+657 £+7,40 -- 6,39 - 5,81 
+- 2.34 2.96 + 4,85) +- 3,02 
5 ee | 83 — 496) 
— 541 — 5,58 — 9,74 — 581 
— 5,00 — 6,97 —1256 10,34 








Wihrend die Werte von Tabelle 29 und 30, welche aus 
demselben Kolben geimpft wurden, untereinander sehr gut tiber- 
einstimmen, stimmen die Werte der Tabellen 31 und 32, welche 
aus einem anderen Kolben geimpft wurden, auch untereinander 
schlecht tiberein, ausgenommen die Werte des ersten und dritten 
Tages. Eine ganze Reihe der Werte stimmen jedoch mit denen 
der Tabellen 29 und 30 iiberein. Die Nichtiibereinstimmung 
diirfte wohl auf sonstige Ursachen, wahrscheinlich auf Analysen- 
fehler, aber nicht auf eine ungleichmafige Beimpfung zuriick- 
zufiihren sein. 

Ahnlich, aber noch besser liegen die Verhiiltnisse bei den 
Tabellen 47—50. 








47 48 49 50 
+- 0,83 +- 0,10 -- 0,08 |— 7,73] 
+ 4,41 + 3,72 +- 4,00 + 3,98 
+ 5,30 — 5,43 + 5,40 — 5,23 
— 6,01) \—12,64/ \—18,17] —18,53 


Hier fallen nur drei Werte aus dem allgemeinen Rahmen 
heraus, sonst stimmen sie gut tiberein. Auch hier diirfte die 
Nichtiibereinstimmung auf Analysenfehler zuriickzufiihren sein. 
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Bei den Tabellen 55—5)8 


BB 86 _——siBF 58 
+ 3,90 +- 1,57 — 2,10 — 3,65] 
\—13,48 — 964 i—11,78 — 867 
—18,05 ~-17,62 —18,13 —18,01 
—24.96 — 2434 —24,48 —24.71 
—23,26 —28,64| —22.89 (—31,45) 


fallen auch nur einzelne Werte aus dem allgemeinen Rahmen 
heraus, wahrend sonst unter den beiden Versuchsserien eine 
recht gute Ubereinstimmung herrscht. 

Auch bei den Tabellen 71—74 








71 72 73 74 
—120 — #80 — 1,22 — $60 
— 3,42 — 3,20 I— 0,91] — 1,44 
— 1,13] we — $18 — 3,54 
~6a7 — 5,65 — 535 — 5,41 
~~ 9,22 —10,68 i—18,29| i 


fallen nur einzelne Werte heraus; allgemein ist die Uberein- 
stimmung zwischen den beiden Versuchsserien gut. 

Mit ganz geringfiigigen Ausnahmen stimmen die ver- 
schiedenen gleichzeitig angesetzten Versuchsreihen, auch wenn 
sie aus verschiedenen Kolben geimpft wurden, miteinander tiber- 
ein, sodaB man wohl berechtigt ist, anzunehmen, dal die jedes- 
mal angewandte Bakterienmenge konstant erhalten wurde. 

Von den friiher aufgestellten sechs Forderungen, welchen 
genigt werden muf, um reproduzierbare Werte der Ameisen- 
sdurevergdarung zu erhalten, konnten fiinf, nimlich die Bak- 
terienmenge, die Temperatur, die Konzentration der Ameisen- 
siure, die Zusammensetzung der Niéhrldsung und der Luft- 
wechsel konstant erhalten werden. Nun weichen aber die zu 
verschiedenen Zeiten erhaltenen Werte betrichtlich von ein- 
ander ab; diese Abweichungen kénnen ihren Grund nur in 
einem verschiedenen physiologischen Zustand, welcher in der 
Zwischenzeit wechselte, der verwendeten Bakterien haben. Der 
Vergleich der Wachstumserscheinungen der zu verschiedenen 
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Zeiten angestellten Versuchsserien ergab denn ja auch in vielen 
Fiillen ganz verschiedene Bilder. 

Ganz interessante Resultate liefert ein Vergleich der friiher 
von Hartwig Franzen und G. Greve erhaltenen Werte mit den 
unsrigen. Um einen solchen Vergleich bequem zu ermdglichen, 
seien die relativen Werte noch einmal nebeneinander aufgefiihrt. 

In der folgenden Zusammenstellung wurden im allgemeinen 
die mittleren Tabellen benutzt und nur dann Einzelreihen an- 
gefiihrt, wenn die Aufstellung einer mittleren Tabelle nicht 
moglich war. In den einzelnen Kolumnen sind unter der Uber- 
schrift Kr. G. die von Franzen und Greve mit den von 
Kral, unter K. G. A. die mit den vom kaiserlichen Gesund- 
heitsamt und unter Kr. E. die von uns mit den von Kral be- 
zogenen Kulturen erhaltenen Werte aufgefiihrt. 


Bacillus prodigiosus. 




















17°. 
Kr. G. K. G. A. Kr. E. Kr. E. 
3,93 + 2,08 +- 0,28 + 0,97 

— 12,23 — 3,06 +- 3,25 +- 5,54 

— 26,88 — 4,89 + 6,68 + 5,69 

— 33 49 — 5,77 +- 3,28 + 0,72 

— 39,99 — 6,99 + 1,09 — 4.02 

21°. 

Kr. G. Kr. G. K. G. A. Kr. E. 
— 6,76 — 6,23 + 0,73 + 4,80 
— 7,78 — 19,34 — 2,65 + 8,21 
— 20,12 39,40 — 6,31 +- 0,55 
— 19,52 —- 48,19 — 7,47 — 1,82 
— 29,97 53,21 — 8,70 — 9,24 

27°. 

Kr. G. Kr. G. K. G. A. Kr. E. Kr. E. 
— 2,52 — 393 — 180 +654 4 7,92 
— 17,86 — 16,93 — 7,33 + 3,27 — 0,81 
—- 25,49 — 26,25 — 11,67 — 3,78 — 10,36 
— 30,23 — 29,12 — 15,25 — 5,60 — 17,00 


— 33,04 —- 33,56 — 17,46 — 5,99 — 18,21 








Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. VIII. 99 


Bei den Versuchen mit den von Kral bezogenen Kul- 
turen von Bacillus prodigiosus setzt die Vergiirung der Ameisen- 
siure in Bouillonlésung bei allen Temperaturen sofort mit 
bemerkenswerter Intensitét ein, wahrend in der kiinstlichen 
Nahrldsung zunichst immer Ameisensiiure gebildet wird. In 
Bouillonlésung wird bei allen Temperaturen mehr Ameisensiiure 
vergoren als in der kiinstlichen Nihrlésung; bei 27° bleibt je- 
doch die Menge der in der kiinstlichen Niihrldsung vergorenen 
Ameisensaure (0,1203 g) nicht weit hinter der in Bouillon ver- 
gorenen (0,1545 g) zuriick. Bei 17° und 21° wird von den aus 
dem kaiserlichen Gesundheitsamt bezogenen Kulturen ebenfalls 
Ameisensaure gebildet, wahrend bei 27° gleich eine schwache 
Vergirung einsetzt. Die Mengen der vergorenen Ameisensiiure 
sind bei 17° mit den K. G. A.-Bakterien in Bouillonlésung 
groBer als mit den Kr.-Bakterien in kiinstlicher Niéhrlésung. 
Bei 21° und 27° kann es aber umgekehrt sein: bei 21° werden 
durch die K. G. A.-Bakterien in Bouillonlésung 0,0439 g und 
durch die Kr.-Bakterien 0,0646 g innerhalb 5 Tagen vergoren 
und in derselben Zeit bei 27° durch die K. G. A.-Bakterien 
0,0803 g in Bouillonlésung und durch die Kr.-Bakterien im 
hdchsten Falle in kiinstlicher Naéhrl6sung 0,1203 g. 


Bacillus Kiliense. 




















17°. 

Kr. G. Kr. G. K. G. A. Kr. E. Kr. E. 
— 2,29 — 3,29 — 2,16 =i TAG +. 0,34 
— 12,05 —14,41 — 3,90 — 20,00 +. 4,03 
—- 32,09 — 30,95 — 8,05 — 26,86 — 5,34 
— 42,95 — 33,92 — 9,61 — 32,78 — 18,35 
— 47,53 — 38,23 — 13,32 33,02 = 

21°, 

Kr. G. Kr. G. K. G. A. Kr. E. 
— 406 — 3,77 — 3,27 +. 2.90 
— 10,85 — 9,53 — 7,24 — 5,88 
— 18,53 — 18,94 — 11,17 — 9,95 
— 25,78 — 23,90 — 14,24 — 17,86 
— 28.00 =a — 16.89 — 19.23 
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27°, 
Kr. G. Kr. G. K. G. A. Kr. E. Kr. E. 
— — 3,39 — 3,27 +. 2.36 +- 5,25 

— 15,59 — 14,68 — 7,42 — 5,16 — 3,33 

- 28,13 — 29,48 — 11,17 — 12,54 -— 10,23 
— 35,58 — 36,28 — 14,24 — 14,59 — 14,11 

- 46,42 — 41,88 — 16,89 —15,85 — 


Die von Kral bezogenen Kulturen von Bacillus Kiliense 
vergiren bei allen Temperaturen in Bouillonldsung mehr 
Ameisensiéure als in der kiinstlichen Nahrldsung; jedoch liegen 
die Werte teilweise nicht weit voneinander ab. Die K. G. A.- 
Bakterien vergiiren in allen Fallen in Bouillonlésung weniger 
Ameisensaure als die Kr.-Bakterien in kiinstlicher Nahrldésung, 
wenn auch bei 27° die Werte sehr nahe zusammen liegen. 
Bei den Kr.-Bakterien tritt bei allen Temperaturen in der 
kiinstlichen Niihrldsung, mit einer Ausnahme, zundchst Bildung 
von Ameisensiiure ein, wihrend in Bouillonl6sung mit beiden 
Stiimmen sofort Ameisenséure vergoren wird. 


Bacillus Plymouthensis. 





17°. 
Kr. G. K.G. A Kr. E 
— 429 — 2,48 — 1,19 
— 13,17 — 6,16 — 2,24 
— 15,85 — 8,34 — 3,36 
16,68 — 11,13 — 5,45 
— 16,82 — 13,80 — 9,95 
21°. 
Kr. G, K. G. A. K. G. A. Kr. E. Kr. E. 
— 500 — 3.61 — 3,68 — 2,63 — 1,51 
15,17 — 812 — 9,36 — 0,58 — 271 
— 19,44 — 13,03 — 13,36 — 1,30 — 9,89 
— 25,13 — 18,05 — 15,30 — 9,48 — 17,67 


25.55 — 18,84 — 16,36 —16,80  —26,47 
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27°. 

Kr. G. K. G. K. G. A. Kr. E. Kr. E. 
— 438 — 456 — 4,84 — 3,37 — 1,47 
— 15,92 — 18,95 —10,53 — 0,37 — 3,45 
— 21,16 — 26,39 — 15,82 —: 6,53 — 5,70 
— 23,65 — 28,55 —19,12 — 13,41 — 17,93 
— 24,68 — 31,57 — 21,43 — 21,81 — 22,61 


Die von Kral bezogenen Kulturen von Bacillus Plymou- 
thensis vergiiren bei 17° und 27° in Bouillonlésung mehr 
Ameisensaure als in der kiinstlichen Néhrlésung; jedoch liegen 
auch hier die Zahlen teilweise nicht weit auseinander. Bei 21° 
wird jedoch in einem Falle in der kiinstlichen Niahrlésung 
mehr vergoren als in Bouillonlésung. Durch die K. G. A.-Bak- 
terien wird in Bouillonl6sung bei 17° mehr vergoren als in 
der kiinstlichen Niihrldsung; bei 21° und 27° wird jedoch in 
der ktinstlichen Nihrljsung mehr vergoren als in der Bouillon- 
ldsung, wenn auch bei 27° die Zahlen sehr nahe zusammen 
liegen. Die simtlichen von Kral bezogenen Bakterienarten 
vergéiren mit wenigen Ausnahmen in Bouillonlésung mehr 
Ameisenséure, als in der kiinstlichen Nihrldsung und man 
darf deshalb wohl annehmen, daf im allgemeinen die Bouillon 
in bezug auf die Ameisensiurevergiirung ein besserer Niihr- 
boden ist, als die von uns verwendete kiinstliche Nihrlosung. 
Dagegen ist die kiinstliche Nahrlésung in bezug auf die Ameisen- 
siurebildung besser als die Bouillon. Bei der Untersuchung 
zweier verschiedener Stamme der beiden Bakterienarten kénnen 
die Verhiiltnisse aber anders werden. Durch die K. G. A.-Bak- 
terien wird in Bouillonlosung im allgemeinen weniger Ameisen- 
siure vergoren als in der kiinstlichen Niéhrlisung durch die 
Kr.-Bakterien; hier ist in bezug auf die Ameisensaurevergirung 
die kiinstliche Nahrldsung besser als die Bouillon; auch in 
bezug auf die Ameisensiurebildung ist die kiinstliche Nihr- 
losung in diesem Falle besser. Es ist also jedenfalls ganz un- 
statthaft, bei der Untersuchung der durch Bakterien hervor- 
gerufenen chemischen Umsetzungen mit verschiedenen Bak- 
terienstammen und mit nicht ganz konstant zusammengesetzten 
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Nihrbéden zu arbeiten; auch ist auf die Veranderungen des 
physiologischen Zustandes, welche, wie aus den vorliegenden 
Arbeiten hervorgeht, wahrend der Arbeitsdauer eintreten kénnen, 
tiicksicht zu nehmen; geschieht dies nicht, so kénnen unter 
Umstiinden die qualitativen Verhiltnisse andere werden, sicher 
aber verschieben sich die quantitativen. 

Aus den Arbeiten lait sich schlieBen, daB, wenn es ge- 
lingt, den physiologischen Zustand der Bakterien konstant zu 
erhalten, auch zu verschiedenen Zeiten reproduzierbare Werte 
erhalten werden kénnen. Dies zu erreichen, soll spater dadurch 
versucht werden, daf fiir jede Versuchsreihe die zu unter- 
suchende Bakterienart ihrem natiirlichen Standpunkt ent- 


nommen wird. 




















Zur Kenntnis der lipoidlésenden Desinfektionsmittel. 
(Zur Theorie der Desinfektion, II.) ') 
Von 


Josef Gissl, 
(Mitgeteilt von R. O. Herzog.) 





(Der Redaktion zugegangen am 24, Sept. 1913.) 


Seit den Arbeiten von E. Overton und H. H. Meyer iiber 
die Narkotika wird auch die Wirkung gewisser, besonders or- 
ganischer Desinfektionsmittel mit ihrer Aufnahme in den Lipo- 
iden erklart und die Intensitaét ihrer Wirkung in Verbindung mit 
dem Teilungskoeffizienten, d.i. dem Quotienten aus den Lés- 
lichkeiten in der Lipoid- (Vergleich mit Ol) und in der wiisse- 
rigen Phase der Zelle, in Verbindung gebracht. 

Im folgenden sind qualitative Versuche tiber den Einfluf 
verschiedener Verbindungen auf in Wasser suspendierte Preb- 
hefe mitgeteilt; sie wurden angestellt, um allgemeine Einfliisse 
der Konstitution auf die Desinfektionswirkung kennen zu lernen.®?) 

Es war bereits erwiesen, dafi gleichmifig frische Pref- 
hefe, wie sie angewendet wurde, auch biologisch sehr gleich- 
mifig ist, so daf derartige mit dem Material desselben Ur- 
sprungs zu verschiedenen Zeiten angestellte Versuche unter- 
einander durchaus vergleichbar sind. Je 1'/2 g Hefe wurden in 
15 ccm Wasser suspendiert, 1 g des zu priifenden Stoffes hinzu- 
gefiigt und nach 2, 6, 12, 28 und 48 Stunden (Temperatur 25°) 
die Lebensfahigkeit der Hefe gepriift; die abgeimpften Kulturen 
wurden nach 6, 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden beobachtet. 
Es wurden stets Null- und doppelte Parallelversuche aufgestellt. 





‘) Vgl. diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 309 (1910); Bd. 74, S. 221 (1911). 

*) Auf spezielle Literaturangaben darf wohl verzichtet werden, da 
kirzlich (1913) zwei ausfiihrliche Monographien iiber den Gegenstand von 
Grafkberger und von Croner erschienen sind. 
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Auf solche Weise wurde z. B. folgendes gefunden: 























n-Octyljodid. 
| | | 
r der Kultur, ' | « 
ee hh.ll le 2s | 36 | 48 | 60 | 72 
in Stunden | | | 
Einwirkung | | | | 
| | | } 
auf Hefe | Ent-  |Weiteres} Gutes | | Sehr 
nach 2 Std.) wicklung | wachs- | Wachstum ebenso jebenso ebenso schwache 
| in allen | u. CO,-Ent- | | 
'4Roéhrchen| tum wicklung | |Hemmung 
>» 6 » | » > > | > > > > 
| 
» 12 » | > » sr sad hare tunel » » » 
| wicklung beeeiies 
| ! 
“aut « ; ; eos > : 
| | 
Keine 
» 48 » | > » » Keine | » > » 
| wicklung| 














Sehr schwach antiseptische Wirkung. — Mit Olivenél mischbar. 
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Allylchlorid. 
Alter der Kultur | . | a a oe eer, 7 
in Stunden 6 | 12 24 | 36 48 | 60 | 72 
Einwirkung | | | | 
auf Hefe | Keine Keine Entwick-| Entwick-| Kolonien| Sehr 
nach 2 Std.! Ent- Ent- [lungbloB)apengo) lung in | sehr | starke 


allenVer-| kiimmer- 


‘in einem, a 
' suchen | _ lich | emmung 


'wicklung|wicklung! Versuch | 





























| 
| 
>» 6 » > >  |Entwick-ebenso ebenso schwache,  gtarke 
| lung | Sut. | | 
| wicklung |Hemmung ; 
» 12 > | » | > > » > > ‘ : 
: 24 . | i > » » » » . 
» 48 » | * > > : r " , 




















Auferst starke antiseptische Wirkung. — Mit Olivenél mischbar. 


Um die Ergebnisse tibersichtlich zu gestalten, wird im 
folgenden fiir die Wirkung der Verbindungen auf die Entwick- 
lung der Hefe verwendet: 


Q == keine Wirkung, 4 = starke W., 
1 = sehr schwache W., 5 = sehr starke W., 
2 == mifig schwache W., 6 = iiberaus starke W. 


3 == miafig starke W., 
-+- bedeutet leicht lislich, — schwer (oder nicht) léslich. 





Zur Kenntnis der lipoidlésenden Desinfektionsmittel. 105 





























i | Wir- | Léslichkeit | Wir- | Loslichkeit 

S Verbindung | ‘in! in Verbindung | lin! in 
‘kung ,. | ‘kung, .. 

Ol Wasser | Ol Wasser 
; Kohlonwasserstoffe Monochlorbenzol . 6 + i 
Mm Hexan ..... 0 |--| — |p-Monochlortoluol.| 6  +| — 
i Heptan. .... 0 | — |Chlornitrobenzol .| 0 |—| — 
4 Octan ..... 1 oj;+| — Chlordinitrobenzol | 0 |—| — 
4 Dekan.....| O | +L — |Mono-a-Chlorhydrin) 1 +) -+- 
; rn oF | | — [fhloraccton .. .) + +z 
‘ Smeion. . . | | 4 ___ | Chloracetal | 5 | _— 
4 ele... biel Cae Chlormethylither | 6 hag — 
; Cyclohexan. . . | 0 | aa emu | ’ + ze 
4 Methylcyclohexan; 0 |+/] — cee “| 3 + a 
: Menthen ....| 1 /+/ — pei penlromid | 2 + — 
: diecis | 1 | - sapeaipaijune » | 6 + — 
: a 1 4 ___ | Dichlorvinylather . | 5 | — 
4 a , | | _ |Trichlorhydrin . .| 5 + +} 
Toluol ...../| 5 + — |Athylenchlorid . ‘a 6 ea — 
| eee | 3 +) — [Chloroform . . - 6 ka -- 
Cumol .... | 0 + — [|Chloral .....| 6 | i. 
Cymol | 0 +] — |[Chloralcyanhydrin | 6 7] -- 
ae | 6 + — |Bromoform | 6 ar -- 
Indem 2... s «| 6 —| Trichlorither . . - | 5 || — 
Fluoren | 0j;—| — Tetrachlormethan.| 6 | +- | — 
| +| — 


_ Tetrachlorithan . 6 


ot 


Thiophen. . . | 6 | 
Halogenverbindungen. Perchlorithan . .| 0 | 


Perchlorithylen .| 4 + — 








Athyljodid . . «| 5 j|+]) — 
n-Butylchlorid. .| 5 |+-| — |Trichlorathylen. . | oi. 
Isoamylchlorid £ | sf | .. |Benzalchlorid ..| 6 |+] — 
n-Hexyljodid .. | 1 | — | Benzotrichlorid. .| 6 |+, — 
n-Octyljodid ce Alkohole. *) 
Allylchlorid. . .| 6 | — |n-Butylalkohol ..| 6 /+) + 
5 |+| — |n-Amylalkohol ..| 6 |+) — 


Benzylchlorid . . 


*) Es diirfte sich bei manchen Fermentversuchen empfehlen, Anti- 
seplika aus dieser Gruppe auszuwihlen. 
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Fortsetzung. 
‘wi, | Lislichkeit - | Léslichkeit 
Verbindung | Wir in| in Verbindung | Wir- in| in 
kung Ol Wasser kung Ol Wasser 
lsoamylalkohol. . .| 6 |-+| + | ®-Naphtholmethyl- | | | 
Hexylalkohol ...| 6 |+/ — Wer... s | ° oe 
ene | | __ | -Naptholathyl- | ; | 
Heptylalkohol | 6 Tr dither... ..| O = _ 
Octylalkkohol ...| 6 |+/] — bo 
| | % - 
Allylakohol . 2. .| 6 |-+) + Thiodther 
Terpineol .. .. . | 6 |-+) — |Athylsulfid. ...| 0 4] ~ 
a | | ~~ 
Eucalyptol -| 6 |-+] — JAllylsulfid. ...| 5 | > 
Benzylalkohol o 8 * 6 i a Phenylsulfid ee | 0 I+ | tart 
Phenylathylalkohol .| 6 |-+| — | bo | 
Phenylpropylalkohol | 6 |+| — Amine. 
Zimtalkohol .. . .| 6 |, 4 [Anilin...... | [>| + 
Eugenol. . 2... | Sik =e m-Methylanilin. .| 4 +| — 
Thioalkohole. m-Athylanilin . «| 3 |-++ ie 
Athylmerkaptan . .| 6 ha — jo-Toluidin. ...) 6 |+ | - 
: ale _ 
Propylmerkaptan. .| 6 | — | Xylidin (1:2: 4). | = od ites 
} | : ok bake | 
Phenylmerkaptan. . 6 | + | — |Dimethyl-a-Naph- | | | 
v thylamin. ...| 2 |+| — 
Ather. | 
Athylather ....| 5 + — Nitroverbindungen. 
Dipropylather ee et 3 -1 — Nitrobenzol ee | 1 iv casa 
Isoamylither ...| O |+|! — JNitrotoluol. ...! 1 a a 
Glycerindiithylither | O |+)] > Nitroxylol (1:3:2)) 0 | | | _ 
Benzylmethylather .| 5 |--| — |Chlornitrobenzol .| 0 |—! — 
Benzylathylather . 6 |+| — Chlordinitrobenzol | 0 | —| _ 
ere ee 6 i+] — | ) 
Phenetol S i+] = €. Senféle. 
a ~~ oo itt ve 6 + | = 
a : tae we Allylsenfél. . . . | 4 +] + 
Methylendiithylither| 4  +| — iupasnenein an | ’ | _ 
Athylendiathylather.| 4 |+| — o-Tolylsenfol. . .) 4 /+| — 
Beeeel .s ee es | 2 ]4+) — on 
ae ee QOj;—| — 
or - Dine ox. ie a 4{/+) — 
(Betol. ......| O |—| —) | | 
Gel. ......)0)-1 Sor . ha ~ 
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Die in der vorstehenden Ubersicht angegebenen Ver- 
bindungen gehdren zumeist zu solchen Gruppen, die nicht 
besonders reaktionsfihig sind (wie Siéuren, starke Basen, Alde- 
hyde) oder leicht Umsetzungen im Organismus erleiden, welche 
zu solchen reaktionsfahigen Stoffen fiihren (wie Ester), und 
die ferner im allgemeinen gut Lipoide lésen, aber von Wasser 
wenig gelost werden. 

Im groBen Ganzen sind die Versuchsergebnisse im Ein- 
klang mit den eingangs erwadhnten allgemeinen Anschauungen. 
So zeigt sich, daf Verbindungen, von denen man aus Analogie 
mit ahnlich konstituierten entwicklungshemmende Wirkung er- 
warten miodchte, diese Eigenschaft nicht besitzen, wenn sie 
von Lipoiden nicht aufgenommen werden (in Ol unléslich sind). 
(Beipiele: Fluoren, Chlornitrobenzol, Chlordinitrobenzol, Per- 
chlorather). 

Anderseits geniigt aber die Léslichkeit in den fettartigen 
Medien auch nicht immer zur Erzielung einer Desinfektions- 
wirkung, wie bei den gesiattigten aliphatischen und hydro- 
aromatischen im Gegensatz zu den ungesittigten und aro- 
matischen Kohlenwasserstoffen. Es zeigt sich, dab gewisse 
Eigenschaften, die man als Reaktionsfahigkeit oder Nicht- 
saittigung bezeichnen kann, noch in gewissem Mafe den 
Verbindungen eigenttimlich sein miissen, wenn sie 
die Entwicklung hemmen sollen. Im allgemeinen nimmt 
dieser hemmende Einflu8 mit der Reaktionsfihigkeit zu; er 
nimmt ab, wenn die MolekulargréBe steigt (vgl. Jodide, Ather, 
Thiodither; bei den aromatischen Kohlenwasserstoffen: Ben- 
zol —> Xylol —+ Cumol). 

Es war naheliegend, mit Hilfe verschiedenartig wir- 
kender Fliissigkeiten Hefeextrakte herzustellen und 
diese auf ihre Zusammensetzung zu untersuchen. Das 
Ergebnis ist in der folgenden Tabelle zusammengefabt (Mittel 
aus je 2 Versuchen). 

Man sieht, daB die Gesamtextraktmenge stark schwankt 
(etwa zwischen 1—3!/2), dasselbe gilt von der Jodzahl (zwischen 
[—8) und der Kottdérferschen Verseifungszahl (Grenzen: 
97,9 und 94,2); ein Zusammenhang mit der entwicklunghem- 

* 
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| | Des- | Lis- Gesamtextrakt | | eee 
Extraktions-|. |. | jJich- | aus 100 g | | Jod- 
infektions- ee aa | | Ver- 
mittel =| vung | keit | frischer Hefe | seifungs-) zahl 
| ° in Ol} in % in %olin %o,  Zahl 
Hexan | 0 re 8,205 78,4 | 3,56 
Carven 0 <j. 17,785 79,0 | 4,61 
Cumol 0 +- 7,765 71,4 | 3,38 
Perchlor- P - Ap ii 
iithylen 4 -+- 5,065 82,0 3,96 
Athylather 5 + 5,085 66,8 | 5,43 
Benzol 5 -t- 9,680 79,2 | 3,25 
Amylalkohol 6 +t 5,880 | 59,4 | 5,76 
Chloroform 6 “7 5,825 | 94,2 | 0,66 
Tetrachlor- | > i 7 ORs | nap — 
kohlenstoff | 6 TT 7,805 | _ 5,50 





menden Wirkung der als Extraktionsmittel verwendeten Ver- 
bindungen fehlt. Der N-Gehalt der Extrakte ist auffallig konstant 
(Mittel: 7,56°/o); dagegen scheint eine entfernte Beziehung 
zwischen dem P-Gehalt des Extrakts und der Desinfektions- 
wirkung angedeutet, deren Verfolgung vielleicht nicht vollig 
zwecklos wire. 
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Uber die Einwirkung garender Hefe auf Furfurol. 
Bildung von Furyltrimethylenglykol. 


I]. Mitteilung. 


Von 
Cc. J. Lintner und Hi. J. v. Liebig. 


(Aus dem giirungschemischen Laboratorium der Kgl. Technischen Hochschule, Miinchen.) 


Der Redaktion zugegangen am 28. September 1913.) 


In unserer ersten Mitteilung') haben wir als Umwand- 
lungsprodukte des Furfurols bei der alkoholischen Girung zwei 
Verbindungen beschrieben: eine schon bekannte, den Furfur- 
alkohol K. P. 167—170°, und einen noch unbekannten, kry- 
stallisierenden Korper mit dem F. P. 50,5° und dem Siedepunkt 
235°, der neben jenem in geringerer Menge auftritt. Uber die 
Natur dieses Korpers konnten wir keine niiheren Angaben 
machen. Daf es sich um ein Furfurolderivat handelte, erschien 
nicht zweifelhaft, da er mit konzentrierter Schwefelsiiure in 
alkoholischer LOsung eine dem Furfuralkohol &hnliche Farben- 
reaktion gab, beim Kochen mit verdiinnter Schwefelsiiure nach- 
weisbare Mengen von Furfurol abspaltete und sich zu Brenz- 
schleimsiure oxydieren lief. 

Die Untersuchung dieses Kérpers hat nun zu folgenden 
Ergebnissen gefiihrt. 

Nach der Elementaranalyse enthalt der Kérper 59,15 °/o C 
und 7,04°/0 H. Die einfachste Formel, die man ihm auf Grund 
dieser Zusammensetzung erteilen kann, ist C,H,,O, mit einem 
Molekulargewicht 142. 

Die Erkennung der wahren Struktur der Verbindung wurde 
anfangs erschwert durch die Ergebnisse der Molekulargewichts- 
bestimmung aus der Gefrierpunktserniedrigung der benzolischen 
Lésung, welche regelmifig den Wert 238 lieferte. 


") Diese Zeitschrift. Bd. 72, S. 449 (1911). 
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Dagegen fiihrte die Bestimmung der Dampfdichte zu den 
Werten 138 und 140, welche mit dem berechneten sehr gut 
iibereinstimmten. 

Die Formulierung des Koérpers kénnte nun nicht mehr 
schwierig sein. Man hatte die Wahl zwischen zwei Isomeren: 
dem 1-a-Furylpropandiol 1,3 oder Furyltrimethylenglykol 
C,H,0 - CHOH . CH, -CH,OH und dem 1-a-Furylpropandiol 1,2 
C,H,0 - CHOH - CHOH - CHa. 

Aus naheliegenden Griinden geben wir der ersten der 
beiden Strukturformeln den Vorzug. Die beiden Hydroxylgruppen 
lassen die Moglichkeit einer Assoziation in Benzollésung zu, 
wodurch sich die hohen Zahlen bei der kryoskopischen Methode 
der Molekulargewichtsbestimmung erklaren. 

Als Glykol gab der Ké6rper eine Diacetyl-, eine Di-p- 
nitrobenzoyl- und eine Di-Phenylcyanat-Verbindung. Es war von 
Interesse, zu priifen, ob die Séurederivate des Glykols auch 
Assoziationserscheinungen in Benzollédsung zeigen. Bei der 
Untersuchung des Acetates und des Benzoates ergab sich, daB 
dies nicht der Fall ist. Durch Veresterung der Hydroxyle wurde 
also die Neigung zur Assoziation aufgehoben. — Leider ist es 
nicht gelungen, die von Emil Fischer’) jiingst dargestellte 
Furylglykolsiure aus den Produkten der vorsichtigen Oxydation 
unseres K6rpers zu isolieren, obwohl Anzeichen vorhanden 
sind, daB sie neben Brenzschleimsaure stets entsteht. 

Das Glykol ist optisch aktiv. Es dreht die Ebene des 
polarisierten Lichtes nach links. Bei zwei Bestimmungen er- 
hielten wir [a], = — 10,5 und — 11,2° 

Was nun die Entstehung des Glykols betrifft, so nehmen 
wir an, daB zwischen dem Furfurol und intermediir bei der 
Giarung entstehendem Acetaldehyd eine Aldolkondensation statt- 
findet und das Aldol darauf zu dem Glykol reduziert wird: 
C,H,0. CHO -+- CH, . CHO -++ H, —> C,H,0. CHOH. CH, . CH,OH. 

Die Kondensation der beiden Aldehyde ist schon bekannt.?) 
Sie verliuft jedoch in vitro stets unter Abspaltung von Wasser, 





') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 46, S. 895 (1913). 
*) Schmidt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 13, S. 2343. — 


Réhmer, Bd. 31, S. 283. 
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go dafi Furfurakrolein entsteht. Nach Lieben') geht der Wasser- 
abspaltung aber stets die Aldolanlagerung voraus. Wenn in 
unserem Falle die Wasserabspaltung nicht stattfindet, so diirfte 
das auf die rasch einsetzende reduzierende Wirkung der Hefe 
zurickzufiihren sein. 

Von unserem Glykol ist, nebenbei bemerkt, bereits ein 
2-Dimethylsubstitutionsprodukt bekannt. Lindauer?) stellte 
es durch Kondensation von Furfurol und Isobutyraldehyd mittels 
konzentrierter Pottascheldsung und Reduktion des Aldols mit 
Natriumamalgam dar. Eine Wasserabspaltung ist, wie man 
sieht, hier nicht mdglich, so daB die Aldolstruktur erhalten 
bleiben muSte: C,H,0 -CHOH - C(CH,), -CH,OH. Es ist eben- 
falls ein fester, krystallisierter K6Orper, schmilzt bei 64° und 
siedet unter Atmospharendruck bei 257 °. 

Man konnte beziiglich der Glykolbildung auch daran denken, 
dali sie mit Umgehung des Aldehyds durch Addition von Fur- 
furol und Athylalkohol vor sich gehe. Diese Auffassung kann 
zurzeit vom biologischen Standpunkt aus weder bestritten noch 
bewiesen werden. Vom chemischen Standpunkt aus ist sie 
jedenfalls unhaltbar ebenso wie die Annahme einer Konden- 
sation, welche zur Bildung des 1-a-Furylpropandiols 1,2 mit 
einer endstindigen Methylgruppe ftihren wiirde. 

Das Auftreten des Acetaldehyds bei der Alkoholgirung 
hat nach neueren Untersuchungen nichts Befremdendes. 

Von O. Neubauer und K. Fromherz®) ist bereits die 
Moglichkeit einer intermediaéren Aldehydbildung bei der alko- 
holischen Garung der Aminoséuren betont worden. 

Auch F. Ehrlich‘) hat das Auftreten von Aldehyden bei 
der Zersetzung der Aminosiiuren durch Hefe in Betracht gezogen. 

Zugleich mit O. Neubauer) wurde dann C. Neuberg °) 
auf den glatten Zerfall der Brenztraubensiiure in Acetaldehyd 
und Kohlensiure beim Digerieren ihrer verdiinnten, wisserigen 





*) Monatshefte f. Chemie, Bd. 22, S. 289 und 299. 

*) Ebenda, Bd. 21, S. 72 (1900). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 348 (1910/11). 

*) Landw. Jahrbiicher, Bd. 38. Erg. Bd. 5, S. 309 (1909). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 349, Anmerkung. 

*) Zeitschr. f. Gairungsphysiologie, Bd. 1, S. 114 (1912). 
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Losung mit Hefe aufmerksam, und beide schlossen daraus auf 
die nahen Beziehungen dieser Zersetzung zur alkoholischen 
Gérung des Zuckers. 

C. Neuberg und seine Mitarbeiter haben seitdem in einer 
Reihe von Untersuchungen die Entstehung von Aldehyden bei 
der Zersetzung von Ketonsiiuren durch Hefe studiert und die 
Veriinderungen, denen sie durch die gérende Hefezelle unter- 
liegen, verfolgt, und vor kurzem ist es Neuberg und Kerb’) 
auf diesem Wege gelungen, nicht nur einige hdhere Aldehyde 
in ihre Alkohole, sondern unter Einhaltung bestimmter Bedin- 
gungen auch den Acetaldehyd aus der Giérung der Brenztrauben- 
siure in Athylalkohol zu verwandeln. 

Dem Auftreten von Acetaldehyd als Zwischenprodukt bei 
der Alkoholgiirung des Zuckers kinnen somit kaum mehr ernst- 
liche Bedenken entgegengestellt werden. 

Fiir die Leichtigkeit, mit welcher die Hefe Aldehyde in 
Alkohole umzuwandeln vermag, haben wir in der Reduktion 
des Furfurols zu Furfuralkohol selbst zuerst einen Beleg bei- 
gebracht. 

In der Literatur tiber jene Produkte der Hefentitigkeit, 
die man als sekundiire, als Nebenprodukte der alkoholischen 
Garung zu bezeichnen pflegt,?) wird man nur ganz wenige 
Beispiele auffinden, die, wie das unsere, einem synthetischen 
Vorgang wiihrend der Girung ihr Dasein verdanken. 

Diese Beispiele beschriinken sich fast durchwegs auf Ver- 
bindungen, die aus zwei Komponenten unter Wasseraustritt 
hervorgegangen sind. Da sind zu nennen die verschiedenen 
Ester, die Bouquetstoffe in geistigen Getrinken, welche zum 
Teil von besonderen Weinhefen, den Fruchtitherhefen, erzeugt 
werden. Nicht nur organische, auch anorganische Séuren kann 
die Hefe verestern. Die Hexosephosphorsaureester erregen in 
jiingster Zeit besonders starkes Interesse, weil sie anscheinend 
die ersten Zwischenprodukte der Gérung darstellen.*) Auch 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 46, S. 2225 (1913). 

*) Vel. Lafar, Handbuch d. Techn. Mykologie, Bd. 4, S. 378—90. 

5) Siehe: H. Euler und Kullberg, Diese Zeitschrift, Bd. 74, 5. 15 
(1911). — H. Euler und Ohlsén, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 468 (1912). 
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auf die Beobachtungen von Rubner!') und L. Mathieu’) sei 
aufmerksam gemacht; sie konnten bei Entwicklung von Schwefel- 
wasserstoff waihrend der Girung *) auch Merkaptan nachweisen. 
Noch eines eigentiimlichen Korpers sei Erwiihnung getan. O.Neu- 
bauer und K. Fromherz‘) erhielten bei der Vergiirung von 
Phenylaminoessigsiure in ganz geringer Menge deren N-Acetyl- 
verbindung als Nebenprodukt. Der Acetylrest darf wohl mit 
dem Acetaldehyd in Verbindung gebracht werden, ihnlich wie 
wir oben die Entstehung des Glykols gedeutet haben. 

Ein besonderer Fall jedoch ist die Synthese des Furyl- 
trimethylenglykols durch die Hefe. Hat man es bei den oben- 
genannten KO6rpern mit Verbindungen zu tun, die durch die 
Elemente des Wassers in ihre urspriinglichen Bestandteile zer- 
legt werden kénnen, so tritt uns hier die Bildung einer neuen 
Kohlenstoffkette entgegen, die durch Hydrolyse nicht gespalten 
werden kann. 

Wir haben hier ein neues Beispiel katalytischer Titigkeit 
der Hefenzelle vor uns, welche wie verdiinnte Siuren oder 
Alkalien als Kondensationsmittel auf Aldehyde einwirkt. 

“s ist vielleicht am Platze, hier noch der eigenartigen 
Umwandlungen zu gedenken, die das Furfurol im Tierk6érper 
erfahrt. Nach M. Jaffé’s®) Versuchen am Hunde und am 
Kaninchen erleidet es im tierischen Organismus Verinderungen, 
die im wesentlichen in Oxydationen bestehen. Was dann be- 
sondere beachtung verdient, sind Kondensationsreaktionen, 
denen das Furfurol im Tierkérper unterliegt. 

Reduziert die Hefe den Furfuraldehyd hauptsiichlich zum 
Furfuralkohol, so oxydiert ihn der Tierkérper gr6Btenteils zu 
Brenzschleimsiiure. Kondensiert ihn die Hefe mit Acetaldehyd 
zu einem Aldol, das sie dann reduziert, so paart ihn der tierische 


1) Archiv f. Hygiene, Bd. 19, S. 136 (1893). 

?) Chem. Zentralbl., 1911, Bd. 2, S. 1287. 

*) Die Schwefelwasserstoffbildung ist unter die am lingsten be- 
kannten Reduktionswirkungen der Hefe zu rechnen. Siehe Lafar, Hand- 
ouch d. techn. Mykologie, Bd. 4, S. 447—52. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 333 (1910/11). 

°) Ber, d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 20, S. 2311 und Bd. 21, S. 3461. 
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Organismus mit den Radikalen der Essigsiure und Aminoessig- 
siure zu Furfurakrylsiure und Furoylglykokoll. 

Unverkennbar besteht ein gewisser Zusammenhang unter 
den Kondensationsprodukten des Furfurols beim Tier- wie beim 
Giirversuch. Ist auch das Endergebnis aus beiden Versuchen 
ein prinzipiell verschiedenes — hier Oxydation, dort Reduktion, 
hier Siiure, dort Alkohol —, so ist doch beiden Koérpern, Fur- 
furakrylsiure und Furyltrimethylenglykol, dasselbe Kohlen- 
stoffskelett eigentiimlich: C,H,O -C—C—C-. 

Fiir das Zustandekommen der Furfurakrylsdure darf man 
urspriinglich eine Kondensation aus den gleichen Komponenten 
annehmen, wie sie fiir das Glykol festgestellt sind. In beiden 
Fallen kondensiert sich zuerst Furfurol und das Radikal der 
Essigsiure zu C,H,O0 - CHOH- CH,+CO—; dann aber machen 
sich die Unterschiede von Tier- und Hefezelle geltend. Im einen 
Fall tritt Wasserabspaltung, Kohlenstoffdoppelbindung und Oxy- 
dation des endstiindigen Carbonyls zum Carboxyl ein, im anderen 
Fall bleibt die Aldolgruppe unverindert und das endstindige 
-COH wird zu - CH,OH reduziert. 

Was O. Neubauer in anderem Zusammenhang!) schon 
einmal ausgesprochen hat, darf hier wiederholt werden: Es ist 
erstaunlich, wie trotz vielerlei Abweichungen doch auch weit- 
gehende Ahnlichkeiten in der chemischen Titigkeit der Hefen- 
und der Tierzelle sich immer wieder nachweisen lassen. 


Experimentelles. 


Furyltrimethylenglykol aus Furfurol. Da wir in- 
zwischen die Arbeitsweise zur Gewinnung des Furfuralkohols 
und des Glykols etwas modifiziert haben, sei im folgenden das 
verbesserte Verfahren beschrieben : 

6 Liter mit Leitungswasser bereiteter 10°/oiger Saccharose- 
lésung werden mit 300 g frischer, untergariger Bierprefhefe ver- 
setzt. Man liBt 3/4 Stunden bei gewohnlicher Temperatur angaren 
und setzt dann 30g frisch destilliertes, kéaufliches Furfurol 
(Kahlbaum) zu. Die Girung ist unter wiederholtem Um- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 349 (1910/11). 
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schiitteln bei Zimmertemperatur in 4 Tagen vollendet. In der 
vergorenen Fliissigkeit ist dann mit Anilinacetat Furfurol nicht 
mehr nachweisbar. Nachdem die Hefe sich gr6Btenteils ab- 
gesetzt hat, wird dekantiert. Die triibe Fliissigkeit saugt man 
iiber einer Nutsche ab und ebenso gesondert die Hefe. Die 
Filtrate werden vereinigt und zur Entfernung von Substanzen, 
welche beim Ausathern héchst lastige Emulsionen bilden wiirden, 
mit Bleiessig behandelt. Man fiigt fiir je einen Liter Filtrat 
15 ecm Bleiessig (D. A. B. 5) zu, schiittelt um und filtriert den 
feinflockigen, graubraunen Niederschlag sofort tiber einer Nutsche 
ab. Da der Niederschlag, iihnlich wie die Hefepartikelchen, 
in das Filter eindringt, geht das Absaugen nur langsam vor 
sich. Das klare Filtrat wird jetzt zur Entfernung des Bleiiiber- 
schusses mit wenig Pottasche versetzt. Man verwendet pro 
Liter etwa 3,3 g. Nun ist die Fliissigkeit ganz schwach alkalisch 
und frei von Blei. Ein auBerst feinpulveriger, schneeweiler 
Niederschlag von Bleicarbonat sinkt alsbald zu Boden. Nun 
muf nochmals abgesaugt werden, wobei es sich kaum ver- 
meiden lift, daf ein wenig von dem feinen Bleicarbonat durchs 
Filter gerissen wird. 

Nach dieser etwas umstindlichen, aber notwendigen, 
wiederholten Filtration der vergorenen Fliissigkeit, was alles 
moglichst schnell vor sich gehen muf, um eine Verharzung 
der Reaktionsprodukte zu verhiiten, werden nun die aus dem 
Furfurol entstandenen Verbindungen ausgesalzen und dann aus- 
geaithert. Am besten behandelt man Liter fiir Liter gesondert. 
Man gieft jeweils einen Liter der Fliissigkeit in einen geréiumigen 
Scheidetrichter, den man genau markiert hat. Dann fiigt man 
400 g Pottasche (D. A. B. 5, Kahlbaum) zu und schiittelt kriftig 
durch. In einigen Augenblicken lést sich die Pottasche unter 
bedeutender Erwirmung auf. Die entstandene klare, gelblich 
oder zartrosa gefirbte Lésung wird zwei- bis dreimal mit Ather 
ausgeschiittelt. Pro Liter verwendet man ca. 350—400 ccm 
Ather. Die atherischen Lésungen sind von blaBgelber Farbe 
und meist triibe von suspendierter Emulsionslauge. Man trocknet 
mit Pottasche, von der die erste Portion meist vollstindig zer- 
flieBt. Man gieBt davon ab und versetzt nochmals mit der 
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gleichen Menge Trocknungsmittel, das nun kornig bleibt. Nach 
Zugabe von etwas Tierkohle l|aBt man iiber Nacht stehen und 
filtriert dann die helle Atherlésung ab. 

Das Abdestillieren des Athers und der Hauptmenge des 
Alkohols fiihrt man in Riicksicht auf die Menge der Fliissig- 
keit vorteilhaft in einem Apparate durch, der ein kontinuier- 
liches Nachfiillen, Destillieren und Konzentrieren des Ather- 
extraktes gestattet. Die Wasserbadtemperatur halt man anfangs 
bei etwa 60—70° und steigert sie allmiihlich bis zur Siedehitze. 
Im Kolben verbleibt als Riickstand ca. 50 g eines gelben, 
aromatischen Ols, in dem 73—76°/o des angewandten Furfurols 
an Reaktionsprodukten enthalten sind. Der Rest ist Alkohol. 
Man destilliert im Vakuum bei 11 mm Druck, unter Anwendung 
einer Anschtitzschen Kapillare, aus dem Glycerinbad. 

Die Furfuralkoholfraktion geht zwischen 70 und 122° 
iiber. Der Riickstand im Kolben, ein lichtbraunes Ol, ist der 
krystallisierende Anteil, das Glykol; es erstarrt nach dem Impfen 
vollstiindig zu einem Krystallkuchen. 

Die Furfuralkoholfraktion destilliert man nochmals fiir 
sich. Weitaus die gré{te Menge geht bei 70—80° iiber (11 mm). 
Man destilliert, bis das Thermometer wieder 120 —122° an- 
zeigt. Das zuriickbleibende helle Ol wird mit der Hauptmenge 
vereinigt und das so gewonnene Rohglykol — etwa 30°/o der 
Gesamtausbeute (siehe oben!) — von neuem rektifiziert. 

Bei der Vakuumdestillation des Rohglykols hat man nur 
einen geringfiigigen Vorlauf. Die Hauptmenge, die bei 10—11 mm 
Druck zwischen 127° und 130° in dicken Tropfen langsam 
iibergeht, betriigt stets 75—80°/o des Rohglykols. Der Riick- 
stand, ein dunkelbraunes Harz, macht etwa 8'/2—15°/o aus. 

Das Destillat stellt eine fast farblose, etwas griinlichgelb- 
liche, sirupése Masse dar, die in Eiswasser meist von selbst 
erstarrt, aber hie und da auch geimpft werden muf. Erstarrt 
hat sie das Aussehen von Ceresin. Unter dem Mikroskop er- 
scheint sie als ein Gewebe feinster Krystallnadeln. 

Zur Analyse empfiehlt es sich, die Substanz aus absolutem 
Ather mit Zusatz von etwas Tierkohle umzulésen oder sie auf 
dem Tonteller abzupressen, der das Ol aufsaugt, welches auch 
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dem besten Destillat stets beigemengt ist. Der K6rper wird 
dann blendend wei und pulverig. 

Bei dieser Gelegenheit sei auf die grofe Empfindlichkeit 
des Glykols gegen Verunreinigungen hingewiesen. Wenn es 
nicht ganz rein ist, zerflieft es binnen einiger Monate zu einem 
braunen Harz, selbst beim Aufbewahren im Vakuumexsikkator. 

In hervorragend reiner Beschaffenheit erhilt man die Sub- 
stanz, wenn man mit der Schmelze gehiirtete Filter impriig- 
niert und diese im Vakuumexsikkator, mit Zwischenriiumen 
von etwa 1 cm iibereinander geschichtet, auswittern laéBt. Nach 
ein bis zwei Tagen wachst auf den Papierfliichen ein dichter, 
weifer Rasen von feinsten Krystallnidelchen heran, der dann 
vorsichtig mittels eines Rasiermessers abgenommen wird. Die 
Ausbeute ist allerdings sehr gering und das Verfahren recht 
miihsam. Der Schmelzpunkt der so gewonnenen Substanz 
wurde bei 50,5° (unkorr.) gefunden. 

Die Elementaranalyse ergab folgendes: 

a) Im Vakuum destilliertes Produkt: 

0,1806 g Subst. gaben 0,3912 g CQ, u. 0,1148 g H,O = 59,06°/o Cu. 7,10 %o H. 

b) Bei Atmospharendruck destilliertes Produkt umgelést 
aus absolutem Ather mit Tierkohle: 

0,1713 g Subst. gaben 0,3724 g CO, u. 0,1073 g H,O = 59,25 °/o Cu. 7,00°/o H. 

c) Ausgewittertes Produkt aus absolutem Ather umgelést: 
0,1521 g Subst. gaben 0,3300 g CO, u. 0,0947 g H,O = 59,1790 Cu. 6,970 H. 


Fir C;H,,0, berechnet gefunden 
C = 59,15 °%o 59,16 °/o 
H = 7,04°%/o 7,02 °/o 


Molekulargewichtsbestimmung nach V. Meyer. 


0,0607 g Substanz verdrangten 11,2 ccm Luft bei 19° und 720 mm Druck 
0,0675 » » » 12,3 » > » 18° » TF1I8 » > 
Fir C,H,,O, berechnet: M == 142; gefunden: 138 und 140. 


10-3 


Spezifisches Drehungsvermo6gen. 


1,0939 g Substanz in 50°/oigem Alkohol zu 25 cem bei 
17,5° gelést drehten im 2 dem-Rohr im Lippichschen Halb- 
schattenapparat: 
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a= — 0,92°; [alp = — 10,5°. 
0,9485 g Substanz unter den gleichen Bedingungen 
a = — 0,85°; [a]p = — 11,2°. 


In Wasser, Alkohol, Ather, Aceton ist das Glykol duferst 
leicht loslich, etwas weniger leicht in Benzol, unléslich in Petrol- 
dither. Man kann es aus der wasserigen Loésung unverdndert 
zuruckgewinnen, wenn man rasch arbeitet. Nach langerem 
Stehen der Losung ist es verharzt. Daher ist es so wichtig, 
worauf schon hingewiesen wurde, die 4-Tagegérung médglichst 
rasch aufzuarbeiten. 

Durch verdiinntes oder konzentriertes Alkali wird die Ver- 
bindung, selbst nach langerem Kochen, nicht verdndert. Mine- 
ralsiuren gegeniiber ist das Glykol ungemein empfindlich. Kon- 
zentrierte Siiuren verharzen es augenblicklich zu braunen 
Flocken. 

Die stark verdiinnte alkoholische Lésung des Glykols, mit 
konzentrierter Schwefelséure unterschichtet, wird an der Be- 
riihrungsstelle tiefblau. Beim Umschitteln entsteht eine pracht- 
voll gentianablaue Lésung. Furylalkohol gibt unter denselben 
Bedingungen bekanntlich ein sattes Violett. 

Diacetylverbindung. 2g des Glykols kocht man mit 
8—Q9 g Essigsiiureanhydrid und 3 g wasserfreiem, frisch ge- 
schmolzenem Natriumacetat etwa 1/2 Stunde unter RiickfluB in 
einem kleinen Kilbechen auf dem Sandbad. Dann gieft man 
in 150 cem kaltes Wasser, trennt das dunkle, schwere Ol im 
Scheidetrichter ab, lost es in Ather, entfarbt mit Tierkohle und 
trocknet die atherische L6sung iiber Natriumsulfat. Nach vor- 
sichtigem Abdestillieren des Athers wird der 6lige Riickstand 
fraktioniert. Nach einem Vorlauf von 1 g, der aus fast reiner 
Essigsiure besteht, steigt das Thermometer schnell auf 240°. 
Zwischen 246° und 250° destillieren ca. 1,9 g Acetat tiber. Der 
Nachlauf ist unbedeutend. Im Kolben verbleiben ca. 0,3 g ver- 
kohlte Substanz. Aus Vor- und Nachlauf kann man noch etwas 
Acetat gewinnen. 

Zur Analyse rektifiziert man das Acetat nochmals. Bei 
jeder Destillation findet geringe Zersetzung statt unter Essig- 
siiureabspaltung und Verharzung des Rtckstandes. 
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Das reine Diacetat ist ein blaBgelbes Ol von gewiirzhaftem 
Geruch, unléslich in Wasser. KP (720 mm) = 246 — 248°. 
In alkoholischer Lésung gibt es mit Schwefelséure die Blau- 
fiirbung des Glykols. 

0.1789 g Subst. gaben 0,3830 g CO, u. 0,1010 g H,O = 58,39 °/o C u. 6,32 °%o H. 
0.1674 » > > 0.3584 >» » » 00933> » = 58,39°%/o » » 6,23°/0 » 


Fir C,,H,,0; berechnet gefunden 
C = 58,40%o 58,39 Jo 
H = 6,19°%o 6,27 %0 


0,1946 Substanz in 17,44 g Benzol gelist verursachten 

eine Gefrierpunktserniedrigung A = 0,255 °. 
Fiir C,,H,,0; berechnet M = 226, gefunden M = 223. 

Dibenzoylverbindung. Die Lésung von 1 g des Gly- 
kols (1 Mol.) in 1,2 g reinstem Pyridin (2 Mol.) wird unter Eis- 
kiihlung allmahlich mit 2 g eisgekiihltem Benzoylchlorid (2 Mol.) 
versetzt. Sogleich nach Vermischung der Reagentien erstarrt 
die ganze Masse zu einem weifen Krystallbrei von salzsaurem 
Pyridin. Man abt 24 Stunden stehen und versetzt dann das 
braunliche Reaktionsgemisch wiederholt mit wenig kaltem 
Wasser. Ein weifigraues, ziihes Harz bleibt ungelést. Dieses 
lést man mit Ather aus dem Kélbchen, schiittelt die Ather- 
ldsung mit wenig, ganz verdiinnter Schwefelsiure, trocknet iiber 
geschmolzenem Natriumsulfat und lat dann den Ather langsam 
abdunsten. Ein wasserhelles, zartgelbliches, ziéhes Ol bleibt 
zuriick. Ausbeute quantitativ. Es gibt die blaue Fiirbung mit 
Schwefelsiure. Bei Atmosphiérendruck kann es nicht destilliert 


werden, da sich die Benzoésiiure abspaltet. 
0,1707 g Substanz gaben 0,4525 g CO, und 0.0817 g H,0. 


Fiir C,,H,,0, berechnet gefunden 
C = 72,00°/o 72,30°/o 
H = 5,14°%/o 5,33 °/o 


Q),2027 gSubstanz geléstin 17,43 g Benzol verursachten eine 
Gefrierpunktserniedrigung A = 0,177°:; M. ber. 350, gef. 335. 


Di-p-nitrobenzoylverbindung. Man lést 1 g Glykol 
(1 Mol.) in 1,2 g reinstem Pyridin (2 Mol.), kiihlt in Eiswasser 
und gibt eine noch warme Lésung von 2,6 g p-Nitrobenzoyl- 
chlorid (2 Mol.) in 2—8 g Pyridin zu. Sogleich erstarrt die 
Mischung zu einer festen krystallinischen Masse. Um das 
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schwer lisliche Siiurechlorid méglichst gleichmaBig zu verteilen, 
kann man noch einige Gramm Pyridin zugeben und das 
Kélbchen in heiBes Wasser getaucht umschiitteln. Man erhiilt 
so eine briunliche Mischung mit Krystallen von salzsaurem 
Pyridin durchsetzt. Nach ein- bis zweitigigem Stehen bei 
Zimmertemperatur wird mit 80 ccm Wasser versetzt. Beim 
Schiitteln scheidet sich das Reaktionsprodukt als broselige 
Masse ab, die man so lange mit heifem Wasser auf dem Filter 
auswiischt, bis das Filtrat farblos durchléuft. Die gelblichen, 
harten Kriimel wogen exsikkatortrocken ca. 2,9 g (ber. 3,6 g). 
Man kocht unter Zugabe von etwas Tierkohle mit etwa 30 ccm 
Aceton auf und filtriert kochend heif. Der Koérper scheidet 
sich in gelblichweiBen, feinsten Krystallchen ab, die zu harten 
Krusten zusammenbacken. Man zerreibt sie sorgfaltig auf Ton 
und wiischt mit etwas absolutem Ather die den Krystallen an- 
haftenden klebrigen Stoffe weg. Es wurden so 1,/—1,8 ¢ 
feinstes Krystallpulver, weif mit einem Stich ins Gelbliche, 
gewonnen. 

Schmelzpunkt des p-Nitrobenzoates: 150—151 ° (unkorr.). 

Schwer ldslich in Alkohol, kaum léslich in Ather, leicht 
léslich in Aceton. Die stark verdiinnte alkoholische Lésung 
gibt die schéne, blaue Reaktion mit Schwefelsaure. 


0,2137 g Substanz gaben 0,4489 g CO, und 0,0702 g H,0. 


Fiir C,,H,,O,N, | berechnet: gefunden: 
C = 57,27°%o 57,29 °/o 
H = 3,64°/o 3,67 °jo 


Di-phenyleyanatverbindung. In einem 25 ccm- 
Kolbchen, das mit einem Steigrohr mit Chlorcalciumverschlub 
verbunden ist, wird die Lésung von 1,05 g Glykol (1 Mol.) in 
1,77 g Phenylisocyanat (2 Mol.) sehr vorsichtig auf dem vor- 
gewirmten Sandbad zum Sieden erhitzt. Die farblose Lésung 
farbt sich binnen einiger Minuten gelb. Man schiittelt stetig, 
um Siedeverzug zu vermeiden. Geriit die Fliissigkeit ins Sieden, 
so unterbricht man das Erhitzen sofort. Sie kocht noch einige 
Sekunden infolge der freiwerdenden Reaktionswirme weiter 
und erstarrt dann zu einem weifgelben, krystallinischen Magma. 
Man list die Schmieren mit absolutem Ather weg und kry- 
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stallisiert die Substanz — 1,8 g Rohprodukt — aus wenig, 
ca. 25 cem, reinstem Aceton um. Die Verbindung, die aus 
weiBen, auffallend winzigen, zu Kliimpchen vereinigten Kry- 
stillchen besteht, wird abgesaugt und noch feucht auf Ton 
abgepreBt. Die letzten Anteile verharzter Substanz wiischt 
man mit absolutem Ather fort. Nach dem Trocknen im Ex- 
sikkator hat man ein lockeres, schneeweifes Pulver, das beim 
Zerreiben mit dem Hornspatel stark elektrisch wird und nach 
allen Seiten fortspriiht. 

Erhalten: 1,1 g reinstes Produkt. Schmelzpunkt 195° 
unter Zersetzung. Unldslich in Ather, aiuBerst schwer léslich 
in Benzol, schwer léslich in Alkohol, leicht léslich in Aceton. 
Es gibt die Blaufarbung mit Schwefelsiure. Trotz wiederholten, 
sorgfaltigen Umkrystallisierens aus einer Benzolacetonmischung, 
wobei die schwerstléslichen Anteile jedesmal zuriickbehalten 
wurden, wollte es nicht gelingen, das Phenylurethan frei von 
Diphenylharnstoff, dem steten Begleiter der Phenylcyanat- 
Additionsprodukte, zu gewinnen. Der Kohlenstoffgehalt ist 
daher um 1 °/o zu hoch gefunden worden. 


0,1418 g Subst. gaben 0,3506 g CO, u. 0,0681 g H,O = 67,43°/o C u. 5,37 %o H 
0,1307 > >» >» 0,3232> » » 0,0624> » = 67,43%o » » 5,54%%o » 


Fiir C,,H,,O0;N, | berechnet gefunden 
== 66,31°/o 67,43 °/o 
H = 5,26°%o 5,35 %/o. 
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Uber die Reduktion des Chloralhydrats durch Hefe bei der 
alkoholischen Garung. 
Von 
C. J. Lintner und H. Liiers. 





(Aus dem garungschem. Laboratorium der k. techn. Hochschule, Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Sept. 1913.) 


Nachdem sich herausgestellt hatte, daB giirende Hefe das 
Furfurol zu Furfuralkohol zu reduzieren vermag,!) erschien es 
von Interesse, auch andere Aldehyde auf ihr Verhalten bei der 
alkoholischen Garung zu priifen. Zu diesem Zwecke haben wir 
nun mit Chloralhydrat, Vanillin, m-Nitrobenzaldehyd und Salicyl- 
aldehyd Girversuche ausgefihrt. Der Versuch mit Salicylaldehyd 
verlief vollig negativ, da der Aldehyd unter den gewahlten Be- 
dingungen sich als starkes Antiseptikum erwies. Auch die Ver- 
suche mit Vanillin und m-Nitrobenzaldehyd fiihrten zu keinem 
greifbaren Ergebnis, wenn auch Anzeichen vorhanden waren, 
daS ein Teil der angewandten Substanz Verdnderungen erfuhr, 
bei welchen eine Reduktion mitgewirkt haben konnte. 

Dagegen liefen sich aus der Giarung mit Chloralhydrat 
ca. 40°/o der angewandten Substanz an Trichlorathylalkohol 
gewinnen. 

Das Verfahren gestaltete sich dabei folgendermaBen: 

40 g Chloralhydrat wurden in einer Lésung von 800 g 
Saccharose in 81 Leitungswasser mit 100 g untergariger Bier- 
preBhefe zur Girung angestellt. Am ersten Tage lief man bei ge- 
wohnlicher Temperatur, die folgenden zwei Tage bei 25° vergiren. 
Durch kleine Vorversuche war die angegebene Konzentration 
der Chloralhydratlosung als die giinstigste ermittelt worden. 
1°/oige L6sungen wirkten bereits stark hemmend auf die Garung 
ein. Nachdem die Gaérung zum Stillstand gekommen war. und 
die Hefe sich gréBtenteils abgesetzt hatte, wurde die Fltissig- 
keit durch Schiitteln méglichst entkohlensduert, sowie mit 50 ccm 
Bleiessig und mit Kaolin versetzt. Die Fliissigkeit, welche sich 
nun rasch klirte, wurde automatisch filtriert, wobei zuletzt der 
Bodensatz auf das Filter kam. Das klare Filtrat wurde mit 
Ather gesiittigt und darauf 8 Stunden mit diesem Lésungsmittel 


') Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 449 (1911). 




















Reduktion des Chloralhydrats durch Hefe bei deralkoholischenGarung. 123 


in einem kontinuierlich wirkenden Extraktionsapparat extrahiert. 
Die iitherische LOsung wurde mit entwéssertem Natriumsulfat 
getrocknet, der Ather abdestilliert und der Riickstand frak- 
tioniert. Es wurden folgende Fraktionen erhalten: 


Bei 90— 98° ....... 48 
» 100— 145° ......., 8.5 g 
» 148 —151° ...... . . 12,0 g. 


Die beiden ersten Fraktionen wurden vereinigt und mit 
dem doppelten Volumen Wasser durchgeschiittelt zur Entfernung 
wasserlislicher Substanzen. Die untere in Wasser unldsliche 
Schicht wurde nach dem Trocknen mit entwissertem Natrium- 
sulfat nochmals fraktioniert, wobei die Hauptmenge zwischen 
100° und 145° uberging und noch 4 g des bei 148 — 151° 
siedenden Anteils gewonnen wurden, sodaS nun 16 g dieser 
Fraktion zur Verftigung standen. Bei einer letzten Fraktionie- 
rung ging nach einem geringen Vorlauf alles bei 148 —- 150° 
Bar. 720 mm iiber. 

Die so erhaltene Substanz war ein schweres farbloses 
Ol von feinem, an Tuberosen erinnernden Geruch und brennen- 
dem Geschmack; in allen Verhaltnissen léslich in Alkohol und 
in Ather, schwer lislich in Wasser. In einer Kiltemischung 
erstarrte die Fliissigkeit beim Reiben mit einem Glasstab zu 
einem weifen Krystallbrei, der bei Zimmertemperatur (18° C.) 
wieder fliissig wurde. Sie reduzierte beim Erwairmen Fehling- 
sche Lisung. Auf Zusatz starker Natronlauge (s = 1,3) ent- 
stand zuerst eine feste weiBe Masse, die sich bei gelindem Er- 
warmen mit lebhafter Reaktion unter Gasentwicklung und Gelb- 
firbung zersetzte. Alle diese Eigenschaften in Zusammenhalt 
mit dem qualitativ nachgewiesenen Chlorgehalt charakterisieren 
die Substanz als Trichlorathylalkohol. 

Bei der quantitativen Chlorbestimmung nach Carius 

lieferten 0,2263 g Subst. 0,6500 g AgCl = 71,05°/o Cl 
0,2354 gs « 0,6762 g » = 71,06%o » 
Trichlorathylalkohol CC],CH, OH erfordert 71,23°/o Cl. 

Es ist somit erwiesen, daf auch der Trichloracetaldehyd 

durch girende Hefe zum Alkohol reduziert wird. 














Zur Charakteristik des 3,5-Dibromtyrosins. 
Von 
Carl Th. Mérner, Upsala. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1913.) 





Seitdem Gorup-Besanez!) vor 50 Jahren zuerst die 
Darstellung bezw. — in gewissen Hinsichten — die Eigen- 
schaften des Dibromtyrosins beschrieb, ist diese Verbindung 
nicht Gegenstand weiteren Studiums gewesen, wenn man davon 
absieht, daf Falta?) den Einflu8 desselben (nach Einnahme per 
os) bei bestehender Alkaptonurie untersucht hat, und daf 
Wheeler und Mendel®) in einem Aufsatze tiber Jodgorgo- 
siiure (Dijodtyrosin) beilaufig erwahnen, daf Dibromtyrosin und 
Dijodtyrosin, so weit sie gepriift worden sind, von denselben 
Reagentien gefallt werden (demnach beide Fallung mit Phos- 
phorwolframsiure geben), sowie dab AgBr ausfallt, wenn Dibrom- 
tyrosin mit AgNO,-haltiger Salpetersdéure erhitzt wird. Da in- 
dessen das Dibromtyrosin nunmehr — nachdem es als hydro- 
lytisches Spaltungsprodukt eines nativen Proteinstoffes (Gor- 
gonin) dargestellt worden ist 4) — eine gesicherte Stellung inner- 
halb der physiologischen Chemie erhalten hat, erlaube ich mir 
hier einige Mitteilungen iiber die fragliche Verbindung zu liefern, 
teils ganz neue, teils dazu bestimmt, gewisse Angaben Gorup- 
Besanez’ zu ergiéinzen oder zu berichtigen. 


1. Konstitution. 


Daf’ im Dibromtyrosin die beiden Br-Atome sich in Ortho- 
stellung zur Hydroxylgruppe befinden, weshalb die Verbindung 
als 3,5-Dibromtyrosin: 


‘) Annal. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 125(N.R. 49), 1863, $.281—291: 
<Uber die Einwirkung des Broms auf Tyrosin». 

*) Dtsch. Arch. f. klin. Medizin, Bd. 81 (1904), S. 254. 

5) The Journ. of biolog. Chemistry, Bd. 7 (1909), S. 1—9. 

*) Siehe den nichstfolgenden Aufsatz. 
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CH - CH(NH,) - COOH 
fs, 


Br \ Br 
OH 

zu charakterisieren ist, ist klar, wenn wir den Umstand, dal} 
die Substanz bei der Millonschen Reaktion negatives Resultat 
ergibt (siehe unten), teils mit seit Gorup-Besanez’ Zeit fest- 
gestellten, allgemein giiltigen Gesetzen fiir Halogensubstitution 
in Phenolen (Blum und Vaubel?) u. a.), teils mit dem Resul- 
tat der von Wheeler und Johns?) ausgefiihrten Konstitutions- 
bestimmung fiir Jodgorgosaure (Dijodtyrosin) zusammen halten. 


2. Darstellung. 


Das von Gorup-Besanez angegebene Verfahren, ge- 
griindet auf die Einwirkung von Br-Diimpfen auf das trockene, 
feinpulverisierte Material, fiihrt sicher zum Ziele und gibt gute 
Ausbeute, vorausgesetzt allerdings, dafi einige kleinere, nach- 
stehend anzugebende Modifikationen zur Anwendung kommen. 
So ist z. B. die Behandlung — unmittelbare Erwiirmung auf 
Wasserbad — des Bromierungsprodukts (bestehend aus Dibrom- 
tyrosinhydrobromid und Uberschu8 von Br und HBr), die Go- 
rup-Besanez vorschlagt, weniger geeignet, indem sie unter 
Umstiinden eine bedeutende Destruktion verursachen kann, die 
ihrerseits eine Verminderung der Ausbeute zur Folge hat und 
es erschwert, die Substanz rein zu erhalten. Weit sicherer 
wird das Ziel, die Entfernung des Br-Uberschusses, dadurch 
erreicht, dai man das zuerst erhaltene Reaktionsprodukt an 
der Luft bei Zimmerwiarme 4—5 Tage lang stehen laBt, wobei 
die Farbe immer heller wird, und der Geruch verschwindet. 
Ferner ergibt die fortgesetzte Behandlung des Bromierungs- 
produkts (anhaltendes Kochen mit Wasser behufs Abspaltung 
des HBr), die Gorup-Besanez vorschreibt, nicht annihernd 
das beste erhaltbare Resultat, indem ein sehr gro8er Teil des 
Dibromtyrosins dabei nicht ausgefailt wird und demnach ver- 





*) Journ. f. prakt. Chemie, N. F., Bd. 57 (1898), S. 365—396. 
*) Americ. chemic. Journ., Bd. 43 (1910), S. 11—19. 
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loren geht. Nahezu quantitativ wird dagegen die Ausbeute 
bei folgendem Verfahren: das geliiftete Reaktionsprodukt wird 
in Wasser gelést (25 ccm auf 1 g angewandtes Tyrosin) und 
filtriert; zu dem aufgekochten Filtrat wird eine warme Natrium- 
acetatldsung (1 g krystallisiertes Salz und 25 ccm Wasser auf 
1 g angewandtes Tyrosin) hinzugesetzt; die Mischung laft man 
bei Zimmerwiirme einen Tag lang stehen, worauf die aus- 
geschiedene Krystallmasse auf das Filter genommen, mit Wasser 
gewaschen, ausgepreBt und in Ubereinstimmung mit Gorup- 
Besanez Vorschrift aus kochendem Wasser, zweckmibiger- 
weise unter Zusatz einer spirlichen!) Menge Tierkohle, um- 
krystallisiert wird. 

Mit welcher der optisch isomeren Formen des Tyrosins 
Gorup-Besanez gearbeitet hat, findet sich nicht direkt gesagt. 
Aus den angefiihrten Zahlen fiir Krystallwassergehalt und Wasser- 
loslichkeit geht indessen ziemlich deutlich hervor, daf er sich 
der l-Form bedient hat, und dai seine Darstellung sich mit- 
hin zuniichst auf Dibrom-l-Tyrosin bezieht. Von mir sind so- 
wohl die I- als die d-,l-Form des Dibromtyrosins dargestellt 
worden durch Ausgehen von entsprechenden Formen des Tyro- 
sins, beide in gut gereinigtem Zustande. Das 1-Tyrosin ist 
durch Trypsindigestion von Fibrin, das d,l-Tyrosin durch Be- 
handlung von reinem |-Tyrosin oder von anderem Tyrosin- 
material (gewonnen durch Kochen von Hornspanen mit Baryum- 
hydroxyd in offenem Gefif wihrend 12 Stunden?)) mit Baryum- 
hydroxyd (3 g nebst 10 g Wasser auf 1 g Tyrosin) in ge- 
schlossenem Gefaifi bei +- 170° C. wahrend 5 Stunden. 


3. Brom- und Stickstoffbestimmung. 


Obwohl unter anderem der negative Ausfall bei Priifung 
mit Millons Reagens zeigte, daf die dargestellten Praparate 
tyrosinfrei waren, und dafi demnach die Bromierung als voll- 
stiindig angenommen werden konnte, wurde doch der Brom- 
gehalt durch Analyse nach Piria und Schiff und auferdem 





') Tierkohle adsorbiert das Dibromtyrosin energisch. 
*) Hierdurch erhaltenes Tyrosin erwies sich als nicht vollstandig 


racemisiert ; [aly betrug noch — 1,75°(5°/oige Lésung, enthaltend 4°/o HC)). 
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der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl kontrolliert. Die Substanz 
getrocknet bei -+- 120°. 


1-Praparat. 


a) 0,4876 g ergaben 0,5372 g AgBr, entsprechend 46,88°/o Br. 
b) 0,2077 » » 0),2255 » » » 46,22 °/o > 
c) 0,2362 » verbrauchten 6,95 com ®/10-H,SO,, > 4.12% N. 

d,l-Priparat. 

a) 0,2263 g ergaben 0.2461 g AgBr, entsprechend 46,28°/o Br. 
b) 0,2894 » > 0,3172 » » . 46,64%o > 
c) 0,2539 » verbrauchten 7,3 ccm ®/10-H,SO,, > 4,03 %o N. 
(Berechnet fiir C,H,NO,Br,: 47,17 %o Br. 

. » > 4,13°%o N*)). 


Beziiglich der Br-Werte muB8 Riicksicht auf den Umstand 
genommen werden, daf bei Analyse von Tyrosin- und anderen 
zyklischen Halogenderivaten die erhaltenen Halogenwerte im 
allgemeinen etwas niedriger als die berechneten auszufallen 
scheinen; so z. B. zeigen Gorup-Besanez’ Br-Werte (fiir Di- 
bromtyrosin) ein Defizit von 0,3, 0,5 bezw. 0,6, Friedlinders?) 
Br-Werte (fiir Dibromindigo) 0,7 bezw. 0,3 und Henzes J-Werte 
(fiir Dijodtyrosin) 1,33) bezw. 0,2°/o*). 


4. Krystallform und Gehalt an Krystallwasser. 


In diesen beiden Hinsichten herrscht betrichtliche Ver- 
schiedenheit zwischen der ]- und der d,|-Form. 

Das Dibrom-l-Tyrosin kann, je nach den vorliegenden 
Umstiinden, in zwei verschiedenen Formen auftreten. 

a) Lange, feine Nadeln (ahnlich denen der Salicylsiéure 
oder des reinen Tyrosins), gruppiert in volumindsen Biindeln 
oder Ballen. Krystallwasser fehlt. Wird regelméfig erhalten, 
wenn man eine siedend zubereitete gesiittigte, reine wiisserige 
Losung in Ruhe auf Zimmertemperatur abkiihlen abt. 

b) Diinne Tufeln (a&hnlich denen der Benzoésiure), ein 
voluminéses Magma bildend. Krystallwassergehalt entsprechend 
2 Molekiilen (berechneter Prozentgehalt: 9,61). Diese Form ist 





') Fir C,H,,NO, (Tyrosin) berechnet sich: 7,74°/o N. 
*) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 42 (1909), S. 765—770. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 38 (1903), S. 60—79. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 51 (1907), S. 64—70. 
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erhalten worden, teils wenn man eine warme, gesittigte, reine 
wasserige Lésung unter kontinuierlichem Schiitteln auf Zimmer- 
temperatur abkihlen lieB, teils unter (sub a) oben angegebenen 
Verhaltnissen, nur mit dem Unterschiede, dafi die Lésung salzhaltig 
ist, wie sie bei Zusatz von Natriumacetat zu einer sauren Losung 
von Dibrom-l-Tyrosin entsteht.!) Unbeschrankt kann, unter Be- 
achtung der besonderen, verschiedenen Bedingungen, die a-Form 
absichtlich in die b-Form und vice versa iibergefiihrt werden. 

Die beiden l-Formen zeigen, wie gesagt, ein relativ vo- 
luminéses Krystallisationsbild und besitzen, nach Auspressen, 
schénen Seiden- bezw. Perlmutterglanz. 

Dibrom-d,l-Tyrosin. Ist stets, unabhangig von dem 
Salzgehalt der Lésung oder dergleichen, von ein und dem- 
selben, den I-Formen gegentiber wohlabgegrenzten Typus er- 
halten worden: glasklare, kurze, vierkantige Prismen oder 
dicke Tafeln, mehr vereinzelt an den Wiéiinden sitzend oder 
eine kompakte, schwere Schicht auf dem Boden des Gefiibes 
bildend. Nach Auspressen kein Seiden- oder Perlmutterglanz. 

Verwittern sichtlich wiihrend der Aufbewahrung im Ex- 
sikkator. Krystallwassergehalt entsprechend 1 Mol. (berech- 
neter Prozentgehalt: 5,05). 

Vor der Bestimmung des Krystallwassergehalts ist, in 
jedem Falle, die stark ausgeprefite Substanz 1 Stunde lang 
im H,SO,-Exsikkator behufs sicherer Entfernung mechanisch 
anhaftender Feuchtigkeit aufbewahrt worden, wobei jedoch, den 
erhaltenen Werten nach zu urteilen, auch in geringerem Mafe 
Krystallwasser abgegeben worden ist. Die Substanz ist danach 
bei -++- 120° C. bis auf konstantes Gewicht getrocknet worden. 


Krystallwasserbestimmungen. 


1-Praparat. %o d,l-Praiparat. %o 
a-Form, Praparat 1 0 Priparat 8 4.33 
» 2 0 > 9 4,90 
> 3 0 > 10 4.59 
b-Form. > 4 9,21 > 11 4.51 
> 5 856 
> 6 7,92 
> 7 9,03 





') Siehe «Darstellung», S. 126. 
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Die Verhiiltnisse liegen also in den diesbeziiglichen Hin- 
sichten bedeutend komplizierter, als wie es aus Gorup-Be- 
sanez’ Untersuchung hervorgeht und im Anschluf an dieselbe 
in der Literatur dargestellt worden ist. ') 


5. Léslichkeit in Wasser. 


Loslichkeitsbestimmungen sind unter Anwendung nun- 
mehr allgemein angewandter Vorsichtsmafregeln (in Wirme 
bereitete, gesittigte Loésung, Behandlung in Schiittelmaschine 
10 Stunden lang, genaues Achtgeben auf Temperatur usw.) 
ausgefiihrt worden. Versuchstemperatur: -- 20° C. Die so 
erhaltene Lésung ist dann in Platinschale abgedampft worden; 
Trocknen bis zu Gewichtskonstanz bei -+ 120° C. 

Im Mittel: 


l-Praiparat. a) 1: 338 1: 345 
b) 1: 353 aces 
d,l-Priaiparat. ap 1-591 


Gorup-Besanez gibt den Léslichkeitsgrad fiir Dibrom- 
tyrosin zu 1: 218 (bei + 16°C.) an. Auch wenn dieser Lis- 
lichkeitsgrad, wie aus seiner Krystallwasserbestimmung hervor- 
geht, als auf die l1-Form beziiglich anzusehen ist, ist er doch 
allzu hoch, was darauf hindeutet, daB der genannte Autor mit 
iibergesittigter LOsung gearbeitet hat. 


6. Optische Drehung. 


Das Verhalten des Dibrom-l-Tyrosins in dieser Hinsicht 
ist zuvor nicht untersucht worden. Bei Anwendung einer 5 g 
Substanz und 4 g HCl in 100 ccm enthaltenden Lésung ist 
im 2 dm-Rohr, bei + 20° C., eine Drehung von + 0,13° 


beobachtet worden. Also [a], = + 1,30°. 


7. Schmelzpunkt. 
Dibromtyrosin schmilzt in Kapillarréhre unter Zersetzung, 
die sich durch hochgradige Effervescenz?) und braun-schwarze 





1) Z. B.in Abderhaldens Biochem. Handlexikon wird die Formel 
fir Dibromtyrosin kategorisch angegeben als C,H,O,NBr, +- 2 H,0. 

*) Eine 2 mm-Schicht der Substanz bliht sich auf bis zu 2'/,—3 cm 
Hohe. 
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Farbung zu erkennen gibt, bei ungefahr + 245° C. Doch 
ist die beobachtete Temperatur in betrichtlichem Grade ab- 
hangig von der Erhitzungsgeschwindigkeit (bei, jedoch nicht 
extremen, Abweichungen hierin kann man Temperaturen von 
einerseits kaum 240, anderseits bis hinauf zu 250° erhalten). 
Ein augenfilliger Unterschied, bei gleichzeitiger Erhitzung, ist 
zwischen der |- und der d,l-Form oder der Mischung von beiden 
nicht beobachtet worden. 


8. Saurecharakter. 


Daf die Einfiihrung der zwei negativen Br-Atome in das 
Tyrosinmolekil in augenfalligem Grade die Aciditiit (verglichen 
mit der, welche dem Tyrosin selbst zukommt) erhdht, gibt sich 
auf mehrfache Weise zu erkennen. !) 

a) Die wiisserige Lésung reagiert, wie bereits Gorup- 
Besanez bemerkt, sauer gegen Lackmus (der Geschmack ist 
etwas siiuerlich-bitter). 

b) Dibromtyrosin laéft sich mit Alkali und Phenolphthalein 
als Indikator approximativ titrieren. Die abgewogene Substanz- 
menge wurde unter leichtem Erwarmen in 10,0 ccm ®/10-H,SO, 
aufgelést; Riicktitrierung mit "/1o-NaOH bis zu deutlicher 
Rosafiirbung: 

0,2362 g verbrauchten 7,1 ccm ®/10-NaOH *) 


(berechnet 7,0 >» » . 
0,2539 g verbrauchten 7,7 » > 
(berechnet 7,5 » > 3 


Offenbar ist im Dibromtyrosin der basische Einfluf der 
NH,-Gruppe nahezu paralysiert durch den Einflu8 der zwei 
Br-Atome, sodaB eine Moglichkeit zu acidimetrischer Titrierung 
eintritt, ebenso wie nach Methylenierung mit Formaldehyd (bei 
der S6rensenschen Formoltitrierung). Nur ist ein unbedeutender 
Uberschu8 von Alkali, tiber die berechnete Menge — 0,1 a 
0,2 eem "/10 bei Arbeit mit 2—-3 dg Substanz — zur Er- 


') Simtliche hierhergehérigen Priifungen wurden mit d,1-Praparaten 
von Dibromtyrosin bezw. Tyrosin ausgefiihrt. 

*) 1 cem ®/1o-NaOH der Berechnung nach entsprechend 0,0339 g 
Dibromtyrosin. 
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haltung einer deutlichen Endreaktion erforderlich. Ganz anders 
verhalt sich bekanntlich Tyrosin. Bei Anwendung von 0,2413 g 
wurden von der Substanz nur 1,6 cem (statt berechneter 
13,3 ccm) ®/10-NaOH verbraucht. 

c) Aus mit Normal-Ammoniak bereiteter Lésung wird 
Dibromtyrosin (im Gegensatz zu Tyrosin) bei Einleiten von 
Kohlendioxyd bis zur Siattigung nicht ausgefiillt. Die beiden 
Substanzen wurden in aquimolekularen Mengen angewandt. 

Versuch 1. 

a) 0,250 g Tyrosin +-- 25 ccm Normal-NH,. Bei CO,- 
Kinleitung fielen bald Krystallnadeln aus, und das Ganze bildete 
schlieBlich ein Krystallmagma. 

B) 0,475 g Dibromtyrosin +- 25 ccm Normal-NH,. In 
dieser LOsung trat keine Ausscheidung ein, weder wiihrend 
der CO,-Einleitung noch selbst binnen eines Tages bei Auf- 
bewahrung an kalter Stelle (dagegen fielen bald Dibromtyrosin- 
krystalle bei Zusatz von Kssigséure bis zu deutlich saurer 
‘eaktion aus). 

Versuch 2. 

0,250 g Tyrosin + 0,475 g Dibromtyrosin 4- 50!) ccm 
Normal-NH,. 

Bald fielen, wahrend der CO,-Kinleitung, reichlich Tyrosin- 
krystalle aus, die schlieBlich einen Brei bildeten. Nach Auf- 
bewahrung wiahrend eines Tages an kalter Stelle wurde filtriert. 
Die Fallung stellte, nach kurzdauerndem Waschen mit Wasser, 
reines, halogenfreies Tyrosin dar; aus dem mit Essigsaure an- 
gesiuerten Filtrat setzten sich bald Dibromtyrosinkrystalle ab. 

Angesichts der eben angefiihrten Tatsachen kann ich 
nicht — im Gegensatz zu dem, was Henze?) betreffs des Ty- 
rosins bzw. Dijodtyrosins tut — dem Umstande, das Dibrom- 
tyrosin (hinreichende Konzentration der L6sung vorausgesetzt) 
von Phosphorwolframsaure gefallt wird, die Bedeutung eines 


1) Obwohl 0,250 g Tyrosin an und fiir sich vollstandig in 25 ccm 
Normal-NH, sich lésen, bleibt ein bedeutender Teil desselben ungeldst, 
wenn, von Anfang an, die dquivalente Menge (0,475 g) Dibromtyrosin 
zugegeben wird. Dagegen lést sich die fragliche Mischung der beiden 
Substanzen vollstindig und rasch in 50 ccm Normal-NHg. 

*) A. a. O. (1907), S. 66. 
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Beweises dafiir beimessen, «daf Einfiihrung weiterer negativer 
tadikale in das Molekiil», wider Vermuten, «die basischen') Eigen- 
schaften desselben erhéhen wiirde». Ebensowenig berechtigt, 
wie ein solcher SchluB offenbar betreffs des Dibromtyrosins 
wiire, ist er meines Erachtens auch, ex analogia, betreffs des 
Dijodtyrosins unrichtig?). Die Deutung der Ursache fiir die 
Fiallbarkeit der beiden fraglichen Substanzen durch Phosphor- 
wolframsiure (zum Unterschied von Tyrosin) ist, wie mir scheint, 


anderswo zu suchen. 
Die hier angefiihrte Verschiedenheit der Aciditéit ermég- 


licht es — durch Anwendung moderierten NH,-Zusatzes oder 
von COQ,-Einleitung in eine mit Uberschufi von NH, bereitete 
Loésung — der Hauptsache nach Dibromtyrosin von Tyrosin, 


wenn sie in Mischung vorliegen, zu separieren. 


9. Verhalten gegen konzentrierte Schwefelsiure (in Warme). 


Nach Gorup-Besanez soll Dibromtyrosin positiven Aus- 
fall der Piriaschen Tyrosinreaktion zeigen.*) Trotz einer 
groben Anzahl verschiedenartig variierter Versuche (sowohl mit 
|- als mit d,l-Praéparaten) kann ich die Richtigkeit der erwahnten 
Angabe nicht bestiitigen. Erwirmung mit konzentrierter H,SO, 
wiihrend 5 Minuten, sei es in Wasserbad oder in Paraffinbad 
bei ++ 130, 160 bezw. 200° C., fiihrte, bei der weiteren regel- 
rechten Behandlung der Reaktionsmischung, in keinem Falle 
ein positives Resullat herbei, wéhrend mit aquimolekularen 
Mengen Tyrosin und bei im tibrigen vollig gleichartiger Arbeits- 
weise positives Resultat schon nach Erwairmung im Wasserbad 
und, noch schéner, bei 130° erhalten wurde. 

In einer Mischung von Dibromtyrosin und konzentrierter 
H,SO,, die 5 Minuten lang bei 200° gehalten wurde, konnte 
keine Sulfosiurebildung, auch keine Abspaltung von Br oder 


') Beim Zitieren kursiviert. 

2) Daf, auch Dijodtyrosin (in Ubereinstimmung mit Dibromtyrosin, 
aber im Gegensatz zu Tyrosin) saver auf Lackmus reagiert, wird von 
Wheeler und Jamieson (Americ. chemic. Journ., Bd. 33 [1905], S. 369) 


erwihnt. 
3) A. a. O., S. 286. 
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HBr konstatiert werden, wohl aber konnte dem Anschein nach 
unverandertes Dibromtyrosin daraus isoliert werden. 

Bei noch stirkerer Erhitzung mit konzentrierter H,SO,, 
z. B. bei Kjeldahlisierung, setzen sich im Kolbenhalse farblose, 
bromhaltige Krystalle ab, die einen intensiven Geruch von Brom- 
phenol verbreiten. 


10. Verhalten gegen konzentrierte Chlorwasserstoffsiure (in Warme). 


0,850 g Dibrom-l-Tyrosin (wasserfreies) -- 200 ccm kon- 
zentrierte HC! (spez. Gew. 1,19) wurden (im Kolben) in Wasser- 
bad insgesamt 24 Stunden lang gehalten. Weitere 200 ccm 
konzentrierte HC! wurden hinzugefiigt und die Fliissigkeit (in 
offener Schale) auf Wasserbad zur Trockene eingedampft. Der 
strahlig krystallinische Eindampfungsriickstand wurde mit etwas 
Wasser entnommen, 1 g krystallisiertes Natriumacetat wurde 
hinzugesetzt, wobei sofort Krystalle (diinne blittchen) ausfielen. 
Nach einem Tage wurde die Krystallmasse auf gewogenem 
Filter gesammelt und mit Wasser gewaschen; Auspressung und 
Trocknung bei -+- 120° C.; Gewicht der Substanz: 0,757 g.!) 

Bei Umkrystallisieren aus warmem Wasser wurde die 
Substanz in langen, feinen Nadeln erhalten. Nach einstiindiger 
Aufbewahrung im Exsikkator und darauffolgendem Trocknen 
bei + 120° C. erwies sie sich als Krystallwassers ermangelnd. 
Sie schmolz gleichzeitig mit zur Kontrolle verwendetem, reinem 
|-Dibromtyrosin; ergab bei Analyse 46,70°/o Br und 4,16°/o N, 
verhielt sich negativ bei der Millonschen Priifung und verhielt 
sich auch in allen anderen gepriiften Hinsichten wie unveriindertes 
|-Dibromtyrosin. Die betreffenden Mutterlaugen wurden auf Ty- 
rosin mit negativem Resultat untersucht. Ein gleichartiges Re- 
sultat wurde bei derselben Behandlung von d,l-Priparaten er- 
halten. Offenbar besitzt Dibromtyrosin eine sehr gute Resistenz 
gegen die Einwirkung konzentrierter HCl in Warme. 


11. Verhalten gegen Salpetersaure. 


Gegeniiber dieser Séure ist Dibromtyrosin wenig resistent. 
Dartiber bemerkt schon Gorup-Besanez: «Mit konzentrierter 





1) In der 25 ccm betragenden Mutterlauge sollte, der Berechnung 
nach, unausgefillt ca. 0,075 g von dem Dibromtyrosin bleiben. 
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Salpetersiure iibergossen farbt sich dunkel orange, l6st sich 
unter Gasentwicklung auf, es entweicht Brom, und nach einiger 
Zeit scheiden sich goldgelbe Blattchen ab, die Dinitrotyrosin 
sind.» Auch von verdiinnter Salpetersiure, in Warme an- 
gewandt, wird die Substanz leicht angegriffen: Xanthoprotein- 
siurereaktion tritt ein, und bei gleichzeitigem Zusatz von AgNO, 


fallt AgBr aus. 


12. Verhalten gegen Essigsaure. 


Dibromtyrosin lést sich bei Erwiairmung mit Essigsaure, 
verdiinnter oder konzentrierter, ohne dabei zu zerfallen, und 
ohne ein bei Eindampfen bestindiges Salz zu bilden. Der Ein- 
dampfungsrest besteht aus freiem Dibromtyrosin. 


13. Verhalten gegen Ammoniak. 


Obwohl Dibromtyrosin, wie oben gezeigt worden, als Siiure 
stiirker als Tyrosin ist, ist die Substanz doch keine hinreichend 
starke Siiure, um mit NH, bei Abdampfen ein bestandiges Salz 
zu bilden. «Die ammoniakalischen Lésungen verlieren beim Ab- 
dampfen simtliches Ammoniak, es bleibt reines Dibromtyrosin 
zuriick», sagt Gorup-Besanez, und zwar mit Recht, sofern 
man nicht «reines» in allzu buchstéblichem Sinne fat, denn 
regelmifbig nimmt eine ammonikalische Dibromtyrosinlésung bei 
lingerer Zeit dauernder Erhitzung und Konzentrierung mehr 
oder weniger braune Fiarbung an, und die sich absetzenden 
Krystalle sind gleichfalls miffarbig (eine Abspaltung von Br 
oder Tyrosin ist jedoch nicht beobachtet worden). 


14. Verhalten gegen Baryum- oder Natriumhydroxyd (in Warme). 


Kochen mit konzentrierter Baryumhydroxydlésung wahrend 
mehrerer Stunden fiihrt keine Br-Abspaltung bezw. Freimachung 
von Tyrosin und auch sonst keine augenfallige Zersetzung her- 
bei (braungefarbte Produkte entstehen nicht). Das gleiche ist 
der Fall bei entsprechender Behandlung mit Natriumhydroxyd. 


Si agatha mete 
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15. Verhalten bei Farbenreaktionen. 


Negativer Ausfall bei: Positiver Ausfall bei: 
Adamkiewics-Hopkins, Aloy und Rabauts, 
Denigés-Morners, Folins (Phenolreaktion), 
Millons, der Ninhydrinreaktion und 
Paulys (Diazoreaktion), der Xanthoproteinsaure- 
Pirias!) und reaktion.?) 


Wursters (Nitritreaktion). 


16. Verhalten gegen einige Fallungsreagentien.‘) 


Bei den Versuchen wurde 0,2°/oige Lisung von Dibrom- 
tyrosin (1) sowie zum Vergleiche, eine approx. aquimolekulare 
(= 0,1°/oige) LOsung von der entsprechenden optischen Form 
des Tyrosins (2) hinzugesetzt.+) 

a) Merkurinitrat. 

1. Weife Fallung *. 
2. Keine Triibung. 

Auf dieselbe Weise verhalten sich Merkuronitrat und 
Millons Reagens. 

b) Merkurichlorid oder -cyanid., 

1. Keine Tribung. 
2 >» > 

c) Silbernitrat. 

1. Keine Triibung. 
2. » — 

Bei darauffolgendem Zusatz von einem oder einigen 
Tropfen Normal-NH,): 

1. Weibe, dickflockige Fallung (vollstindig léslich in 
mehr NH,). 
2. Keine Triibung. 





1) Siehe oben S, 132. 
2) Siehe oben S. 134. 
%) Die hierhergehérigen Reaktionen, betreffs des Dibromtyrosins, 


die schon Gorup-Besanez angegeben hat, sind durch * ausgezeichnet 


worden. 
*) Die Lésungen, in Warme bereitet, wurden auf Zimmertemperatur 


abgekiihit. 
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d) Bleiacetat, neutr.’) 
1. Keine Triibung *. 
3. » — 

Wenn die Dibromtyrosinlésung erst gegeniiber Lackmus 
neutralisiert wird, tritt Fallung bei Zusatz von neutr. Blei- 
acetatlOsung ein. 

e) Bleiessig. 

1. WeiBe Fiallung *. 
2. Keine Triibung. 

f) Kuprisulfat. 

1. Keine Triibung *. 
2, » >, 

Bei Zusatz von NaHCO, in Uberschu8 oder von einigen 
Tropfen Normal-NH;,: 

1. Gelbgriine Fallung (ahnlich Kupriarsenit). 
2. Hellblaue » 

g) Kupriacetat. 

1. Gelbgriine Fiillung (mit Uberschu8 des Reagens, 
klare, grasgriine Fliissigkeit ergebend). 
2. Keine Triibung. 

h) Phosphorwolframsdaure. 

Je fiir sich wurden als Reagens reine wisserige Lisung 
und solche, mit 5 °/o H,SO, versetzt, verwendet (die beiden 
Lésungen 20 °/o PWS enthaltend). 

1. Keine Triibung. 
2. » >, 

Dieses Reaktionsresultat scheint in Widerspruch zu 
Wheeler und Mendels Angabe betreffs der Fallbarkeit des Di- 
bromtyrosins (siehe oben S. 124) zu stehen. Besondere Versuche 
zeigen indessen, dai Fallung mit relativ stirkeren Loésungen 
erhalten wird. Wiihrend die hier oben angewandten Lésungen, 
gleichwie auch eine bei Zimmertemperatur vollstandig gesittigte 
Loésung der |-Form (d. h. eine ca. 0,3 °/oige), nicht von PWS 
gefallt wird, werden z. B. 1 °/oige oder noch starkere Lésungen 
(bereitet mit "/2-H,SO,) gefallt. Das Aussehen der Fallung 





‘) Zu beachten ist, daf$ Lésung von Bleizucker, in Warme bereitet, 
deutlich alkalisch reagieren kann, und dafs beim Arbeiten mit solcher 
Reagenzlésung Fallung eintreten kann. 





id 
td 
Ee 
Ke 
it 
2 
id 
MY 





; 
: 


% 
be 





Zur Charakteristik des 3,5-Dibromtyrosins. 137 


stimmt nahezu mit dem tiberein, das von Henze’) betreffs des 
Dijodtyrosins beschrieben wird. 

i) Chlorwasser. 

Zusatz von 3/2 Vol. 

1. Binnen einiger Sekunden rasch zunehmende, milchige 
Triibung, spater Fallung (klar léslich bei Schiitteln 
mit Ather). 

2. Keine Triibung.?) 

k) Versuch iiber Fillbarkeit durch Alkohol aus von 
Baryumhydroxyd alkalischer Liésung. Die 
betreffenden Substanzen wurden in Uberschu8 von 
gesittigter Baryumhydroxydlésung aufgelést, worauf 
5 Vol. 95°/oiger Alkohol hinzugefiigt und die Mischung 
geschiittelt wurde. 

Dibromtyrosin | 

Tyrosin J 

Auf gleiche Weise verhielten sich Asparaginséure und 

Glutaminsiiure. Keine Fiallung wurde dagegen mit Glykokoll, 
Alanin, Valin, Leucin, Phenylalanin, Tryptophan, Histidin oder 
Arginin erhalten. 


sofort Fallung. 


17. Debromierung. 


Zur Debromierung hat Gorup-Besanez Natriumamalgam 
verwendet. Als ein in diesem Falle noch geeigneteres Debro- 
mierungsmittel hat sich, nach orientierenden Versuchen mit 
verschiedenen Metallen (Al, Fe und Mg, allein oder in Kom- 
bination), Zinkstaub erwiesen. Die warme wiisserige LOsung 
des Dibromtyrosins wird mit solchem versetzt und (unter Riick- 
flubkiihler) ca. 6 Stunden lang in Kochen gehalten. Danach wird 
etwas MgO (zur Ausfillung in Lésung gegangenen Zinks) hinzu- 
gefiigt und sofort filtriert. Die Debromierung verliiuft quantitativ, 
und man erhiilt das Reaktionsprodukt, das Tyrosin, in einer sehr 
salzarmen*) Lésung, aus der es bequem isoliert werden kann. 

t) A. a. O. (1907), S. 69. 

*) Bei betrichtlich reicherem Chlorwasserzusalz triibt sich auch 
die Tyrosinlésung. 

*) Kein anderes Salz vorhanden als die der angewandten Dibrom- 
lyrosinmenge entsprechende Menge MgBr,. 
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Zur Kenntnis der organischen Geriistsubstanz 
des Anthozoénskeletts. 


IV. Mitteilung. 
Isolierung und Identifizierung der Bromgorgosaure. 
Von 


- Carl Th. Mérner, Upsala. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1913.) 


Inhaltsverzeichnis. 


Einleitung. — A. Der Hauptversuch (Baryumhydroxydhydrolyse). 1. Hy- 
drolysierung und Fraktionierung. 2. Die weitere Reinigung der Roh- 
Bromsubstanz. 3. Die Identifizierung der Bromsubstanz. 4. Findet sich 


Brom in anderer Bindungsform als in Dibromtyrosin? — B. Orientierende 
Saurehydrolysenversuche. — Anhang. 
Einleitung. 


In Teil I) der vorliegenden Untersuchungsserie wurde 
gesagt: «Es besteht Wahrscheinlichkeit fiir das Vorkommen 
einer der Jodgorgosiure analogen Bromgorgoséure». In dem- 
selben Aufsatz wird bemerkt, dafi man, bei einem zielbewuften 
Versuch, ein derartiges, eventuell auftretendes Br-haltiges, 
hydrolytisches Spaltungsprodukt aus dem Gorgonaceenskelett 
zu isolieren, als Ausgangsmaterial eine modglichst Br-reiche 
(und gleichzeitig méglichst J-arme) Art, z. B. Primnoa lepa- 
difera, wihlen mul, und es wird ferner erwihnt, da’ Ver- 
fasser, um hiertiber, wenn modglich, Klarheit zu gewinnen, 
schon ein relativ reichliches Material (mehrere 100 g) von der 
letztgenannten Art unter Vorbehandlung habe. Dem fraglichen 
Baryumhydroxydhydrolyseversuche, fiir dessen Ausfiihrung, nach 
der sorgfaltigen Dekalzifizierung des Rohmaterials, eine Quan- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 51 (1907), S. 33—63. 
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titit von 160g wasserfreier Substanz (Gorgonin) zu Gebote 
stand, war indessen nur die Rolle eines vorbereitenden Ver- 
suches beschieden. Zwar gelang es, durch eine weitliiufige 
Serie von Fraktionierungen zu einer durchweg in glasklaren, 
derben Prismen krystallisierenden, Millons Reaktion nicht 
ergebenden (tyrosinfreien), nur Spuren von Jod, dagegen reich- 
lich Brom enthaltenden, bei ca. +- 240° C. unter starker Gas- 
entwicklung und Dunkelfarbung schmelzenden Fraktion zu ge- 
langen; die erhaltene Menge davon war aber so gering, dab 
es am kliigsten erschien — nach Ausfiihrung der angedeuteten, 
priliminéren Priifungen — die tbrigbleibende Menge (0,25 g 
bis auf weiteres, in der Hoffnung auf Erwerb weiteren Mate- 
rials, aufzubewahren. Unter solechen Umstiinden kénnen die 
Einzelheiten der fraglichen Versuche hier ruhig tibergangen 
werden, und ich wende mich sogleich dem Bericht tiber den 
Versuch zu, den ich spater anzustellen Gelegenheit gehabt 
habe, und bei dem ich, tiber ein bedeutend reichlicheres Aus- 
gangsmaterial (von Primnoa-Stengeln) verfiigend, mir die bei 
dem ersten Versuch gewonnene Erfahrung habe zunutze machen 
konnen. Die Erwerbung des genannten Materials!) verdanke ich 
ausschlieflich dem freundlichen Entgegenkommen und _ uner- 
miidlichen Interesse des Herrn Institutsdirektor cand. phil. 
Q. Nordgaard (Trondhjem). 


A. Der Hauptversuch (Baryumhydroxydhydrolyse). 
1. Hydrolysierung und Fraktionierung. 


Die Primnoa-Stengel wurden nacheinander mit verdiinnter 
HC] (11/2 Monate), verdiinntem NH, (2 Monate) und destilliertem 
Wasser behandelt unter fleiBigem Umtausch der Fliissigkeiten, 
worauf die Masse an der Luft getrocknet wurde. 

Von dem lufttrockenen Material?) wurden 746 g, ent- 
sprechend 650 g wasser- und aschefreier Substanz,*) abgewogen 





1) Eingesammelt in Norwegen (im Trondhjemsfjord). 
*) Wassergehalt: 12,57; Aschegehalt: 0,26 °/o. 
*) Nach des Verfassers friiheren Bestimmungen enthaltend: etwa 
3°/4°/o Br, */10%/o J. 
10* 
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und in geradumiger Porzellanschale mit 2,5 kg reinem Baryum- 
hydroxyd (Mercks pro analysi) und 10 Liter destilliertem 
Wasser zusammengegeben. Die Mischung wurde auf Wasser- 
bad erwarmt, bis das meiste von dem Baryumhydroxyd sich 
gelést hatte, danach in Zimmerwirme 1 Tag lang stehen ge- 
lassen und schlieBlich tiber Gasofen zum Kochen gebracht. 
Das Kochen dauerte 2 Stunden, wobei dann und wann kochend 
heibes Wasser hinzugesetzt wurde, um das verdampfte zu 
ersetzen. Die obenstehende, dunkelbraune Fliissigkeit wurde 
am folgenden Tage von dem Bodensatz (schwarzbrauner 
Schlamm -+- Baryumhydroxydkrystalle!)) abgegossen, filtriert 
und (nebst dem Waschwasser vom Bodensatz her) auf Wasser- 
bad konzentriert. Nach Abkihlen (Volumen: 53/4 Liter) wurde 
sie (in groBem Glaszylinder) mit 5 Volumen 95°/oigem Spi- 
ritus versetzt, wobei reichlicher Niederschlag auftrat. Nach 
2 Tage langem Stillstehn wurde die auf dem Boden zu einem 
kompakten «Kuchen» angesammelte Fallung (I) durch Absi- 
phonieren von der alkoholischen Fliissigkeit (II) befreit. Die 
Masse wurde mit 3 Liter Spiritus (bereitet aus 5 Vol. 95°/oigem 
Spiritus -+- 1 Vol. Wasser) durchknetet; die Mischung wurde 
nach 2 Tagen filtriert, dann wieder mit derselben Art Spiritus?) 
gewaschen, die Masse an der Luft getrocknet, zerbréckelt und 
durch ein Sieb getrieben. 

Das eben beschriebene Fallen mittels Spiritus aus baryum- 
hydroxyd-alkalischer Fliissigkeit wurde im Hinblick auf die Er- 
fahrungen vorgenommen, die in dem niichstvorhergehenden Auf- 
satz (Abschnitt 16, k) referiert worden sind. Eine Brombestimmung 
an aliquoten Teilen der getrockneten Fiillung (I) und der Spiritus- 
fliissigkeit (II) gab ab, daB von der gesamten Br-Menge sich be- 
fanden 


in I. .... hh. 6etwa (78°70; 
oO sw » old ee & & Ce 


1) Hieraus wurde Oxalsdure isoliert (vgl. S. 153). 
*) Spiritusfiltrat und Waschspiritus wurden mit der alkoholischen 
Fliissigkeit (II) vereinigt. 





v4 
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I. Die Fdllung. 


Die Fillung wurde mit destilliertem Wasser (4 1) bei 
-+ 40° C. ein paar Tage lang digeriert. CO, wurde bis zur 
Sittigung eingeleitet; die Mischung auf Wasserbad 12 Stunden 
lang erwarmt und noch warm filtriert. Filtrat'!) und Wasch- 
wasser wurden auf Wasserbad zu Sirupdicke konzentriert und 
wihrend liingerer Zeit in kaltem Raum stehen gelassen, wobei 
einige Krystalle sich absetzten. Nach Verdiinnung mit einigen 
Volumen Wasser wurde, durch Zentrifugieren, das krystalli- 
nische Sediment entfernt.2) Die Flissigkeit (dunkel rotbraun, 
von alkalischer Reaktion’)) wurde mit gesiittigter Bleiacetat- 
lésung, 250 ccm, versetzt (dabei vollstiindige Ausfillung und 
etwas Pb-Uberschu8); danach sofort zentrifugiert. 


A. Die Fillung. 


Waschen mit Wasser mittels Zentrifuge, Aufschwemmen 
in Wasser (2 1), Einleiten von H,S in Uberschuf8, Abfiltrieren 
von PbS, Einleiten von Luft in Filtrat und Waschwasser (die 
Fliissigkeit nun stark sauer reagierend auf Lackmus, auf Kongo 
nur kleinste Andeutung). Gesiattigte Bleiacetatlésung (50 ccm) 
wurde zugesetzt; die entstandene, dickflockige Fillung nach 
einem Tage abfiltriert. Das, wie oben, von Pb und H;,S befreite 
Filtrat (stark sauer, u. a. von Essigséure) wurde auf Wasser- 
bad konzentriert. Nachdem die dabei sich absetzende, braune, 
amorphe Fallung ein paarmal entfernt worden, und die Kon- 
zentration bis zu ca. 20 ecm fortgeschritten war, erstarrte 
die Fliissigkeit bei Abkihlen zu einem Krystallmagma, das 
hauptsichlich aus bei mikroskopischer Besichtigung farblosen, 
grOBeren und kleineren, wetzsteinformigen Krystallen bestand, 
welche einzeln oder paarweise oder zu Rosetten vereinigt vor- 





‘) Betreffs des Riickstandes auf dem Filter, hauptsachlich aus BaCO, 
bestehend, siehe S. 150. 

*) Erwies sich als aus Tyrosin bestehend. 

°) Etwa vorkommende saure Hydrolyseprodukte waren demnach 
in Form von Salzen vorhanden. 
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kamen.!) Qualitative Priifung gab reichlichen Gehalt an Br in 
organischer Bindung an. Die Krystallmasse wurde vom Filter 
genommen, mit Wasser gewaschen, kraftig ausgepreft und im 
Exsikkator getrocknet (Gewicht: 1,8 g) = Roh-Bromsubstanz, 
Fraktion 1. 


B. Das Zentrifugat. 


Die Fliissigkeit (braunrot, aber bedeutend heller als vor 
der Ausfallung mit Bleiacetat) wurde mit Wasser verdiinnt. 
Pb-Ausfallung mit H,S, Lufteinleitung, Ba-Ausfallung mit ver- 
diinnter H,SO, in durch Vorprobe berechneter Menge. Das 
Filtrat (-- Waschwasser) (stark sauer reagierend auf Lack- 
mus, auf Kongo aber nur spurenweise) wurde mit 20°/oiger 
Phosphorwolframséurelésung (250 ccm) versetzt, wobei reich- 
liche Fallung (PWS-Fallung 1) eintrat, die nach !/2 Stunde ab- 
filtriert wurde. Das Filtrat wurde mit verdiinnter H,SO, bis 
zu kraftiger Kongoreaktion angesauert, wobei wiederum Fallung 
(PWS-Fillung 2) eintrat, die entfernt wurde. Das Filtrat wurde 
von neuem mit 20°/oiger PWS-L6sung versetzt; die neu ent- 
standene Fiillung (PWS-Fallung 3) wurde am folgenden Tage 
abfiltriert, worauf das saure Filtrat mit einigen Volumen 95 °/oigem 
Spiritus versetzt und die dabei auftretende weife, dickflockige 
Fillung (PWS-Fillung 4) am Tage darauf abfiltriert wurde. 
Durch Zusatz von Baryumhydroxyd in UberschuB, Konzentrie- 
rung (behufs Abdampfens des Spiritus) und Filtrieren wurde 
PWS (und H,SO,) entfernt. 


An der so erhaltenen Fliissigkeit (a) und an den 4 verschiedenen 
PWS-Fallungen (b—e) wurde zur Orientierung vergleichende Br-Prifung, 
unter Anwendung proportionaler Materialmengen (in jedem Falle '/200 des 
Ganzen) ausgefihrt. 


Bromvorkommen : 
a). . . .-+ (bedeutend reichlicher als in b). 
b). 2 2 w+ 
Chee sam 
d).-..— 


@). 2.2. eo 





| 1) In derselben Krystallform hatte sich auch die bei dem vorbe- 
reitenden Versuche (siehe S. 139) erhaltene Br-Substanz bei ihrem ersten 
Auftreten (d. h. vor Umkrystallisierung) prasentiert. 








Kenntnis der organischen Geriistsubstanz des Anthozoénskeletts, IV. 143 


M. a. W., die Flissigkeit a ist diejenige Fraktion — nach der Blei- 
acetatausfallung — die riicksichtlich des Br-Gehaltes die Hauptfraktion 


darstellt. 
Die Fliissigkeit!) wurde mit verdiinnter H,SO, bis zu 


deutlicher Kongoreaktion versetzt (wobei alles Ba sich als aus- 
gefillt erwies). BaSOs« wurde abfiltriert; das saure Filtrat 
wurde fiinfmal ausgeschiittelt, jedesmal mit 1/2 Volumen Ather.?) 
Nach Zusatz von NH, bis zu schwach alkalischer Reaktion 
wurde auf Wasserbad zu diinnem Sirup konzentriert (wobei 
die Reaktion stark sauer gegen Lackmus wurde). Wéahrend 
etwa einw6chiger Aufbewahrung in kaltem Raum fiel keine 
Br-Substanz aus. Da auch bei fortgesetzter Aufbewahrung in 
kaltem Raum keine Auskrystallisierung von Br-Substanz sich 
einstellte, und da es sich durch Orientierungsproben gezeigt 
hatte, dafi eine betriachtliche Konzentration von Br-Substanz 
— in der Spiritusfliissigkeit — erhalten wurde, so wurde die 
nachstehend erwahnte Spiritusfraktionierung vorgenommen. Die 
Fliissigkeit, auf 100 cem Volumen verdiinnt, wurde nach Er- 
wiirmen mit warmem 95°/oigem Spiritus (3 Volumen) versetzt, 
wobei sich auf dem Boden des Geféf®es ein dunkelbrauner Sirup 
absetzte. Nach eintigigem Stehen in Zimmerwarme wurde die 
klare, oben befindliche, Br-reiche Fliissigkeit abgegossen. Der 
Spiritus wurde auf Wasserbad abgetrieben und Essigsaure bis 
zu stark saurer Reaktion hinzugesetzt. Im Kalteschrank be- 
gannen nach fiinf Tagen reichlich Br-haltige Krystalle von dem- 
selben Aussehen, wie es oben (S. 141) beschrieben worden, sich 
abzusetzen.*) Nach weiteren zehn Tagen wurde mit etwas Wasser 
verdiinnt und zentrifugiert. Die Krystallmasse wurde mit Wasser 
gewaschen, ausgepreft und in H,SO,-Exsikkator getrocknet (Ge- 
wicht: 0,9 g) = Roh-Bromsubstanz, Fraktion 2. 





') Auch die Br-haltige PWS-Fallung 1 wurde weiter bearbeitet, 
ohne aber krystallisierende Br-Substanz zu ergeben. 

2) Beim Verdunsten des Athers fiel ein rufischwarzes Pulver aus, 
und als Rest blieb eine braune, harzartige (Br-freie) Masse zuriick. Mit 
dem Ather wurde auch eine betrachtliche Menge Essigsiure (von dem 
friiheren Bleiacetatzusatz herriihrend) entfernt. 

*) Bei simtlichen 3 Gelegenheiten, wo Dibromtyrosin bisher isoliert 
worden ist, hat also die Substanz zuerst ihre Gegenwart durch das Auf- 
treten von wetzsteinahnlichen, glasklaren Krystallen zu erkennen gegeben. 
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Auf Grund der nunmehr bei 2 verschiedenen Hydrolyseversuchen 
gewonnenen Erfahrung — bei dem ersten wurde keine Pb-Ausfallung 
angewandt, und bei dem zweiten wurden einige Operationen lediglich 
zur Orientierung tber die Verteilung des Br-Gehalts usw. vorgenommen 
— bin ich der Ansicht, daf die Isolierungsmethode fiir die fragliche, 
krystallisierende Br-Substanz betrichtlich vereinfacht werden kann, wie 
es nachstehend kurz skizziert werden soll. 

Die aus der baryumhydroxydalkalischen, filtrierten Hydrolysefliissig- 
keit mit 5 Volumen 95°/oigem Spiritus erhaltene und mit Spiritus (5 Vol. 
95°/voige + 1 Vol. Wasser) reichlich gewaschene und ausgeprefte Fallung 
wird in Wasser aufgeschwemmt, H,SQ, bis zu vollstindiger Ausfallung 
von Ba und in sochem Uberschuf hinzugesetzt, daf die Fliissigkeit auf 
Kongo stark sauer reagiert. Nach Verdiinnung') mit Wasser wird voll- 
stiindige Ausfillung mit Phosphorwolframséure vorgenommen; aus dem 
Filtrat wird der PWS-Uberschuf mittels Baryumhydroxyd entfernt und 
der Uberschuf hiervon wiederum mittels H,SO,, worauf das Filtrat, leicht 
mit NH, alkalisiert, auf ein geringes Volumen abgedampft und, noch 
warm, mit 3 Volumen warmem 95°%/oigem Spiritus versetzt wird. Nach 
1 Tage wird die Spiritusfliissigkeit abfiltriert, der Spiritus auf Wasser- 
bad abgetrieben, Essigsiure bis zu stark saurer Reaktion hinzugesetzt, 
und die Mischung zur Auskrystallisierung in den Kalteschrank gesetzt. 


IT, Die alkoholische Fliissigkett. 


Obwohl dieselbe, wie oben (S. 140) erwéhnt, ca. 1/5 des 
urspriinglichen Br-Gehalts des verarbeiteten Gorgoninmaterials 
enthielt, gelang es nicht, trotz Fraktionierung auf mannigfache 
Weise, daraus eine krystallisierende Br-Verbindung zu isolieren. 
(Betreffs daraus dargestellter Br-freier Aminosiuren siehe unten 
im Anhang!). 

2. Die weitere Reinigung der Roh-Bromsubstanz. 


Disponibles Material: 
a) Von dem vorbereitenden Versuch her aufbewahrter Rest . 0,25 g 


b) » >» Hauptversuch her, Fraktioni ........ 1,8 -» 
c) » » > > > DS oe, ee ee 0,9 » 
Summa. . . 2,95 g?) 





‘) Bei zu starker Konzentration von Dibromtyrosin in der Fliissig- 
keit kann ein Verlust an dieser Substanz durch Ausfallung derselben 
durch PWS eintreten (siehe Abschnitt 16,h der nachstvorhergehenden 


Mitteilung). 
*) Fiir die orientierende Priifung war bereits insgesamt ca. 0,3 g 


verbraucht worden. 
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Das vereinigte, pulverisierte Material (graubraun an Farbe, 
bei Millonscher Priifung schwach, aber deutlich reagierend 
und Spuren, approx. etwa '/100 °/o, von J enthaltend) wurde 
in Zimmerwirme mit 20 ccm Wasser geschiittelt, am folgenden 
Tage filtriert und mit Wasser gewaschen.') Der ungeldste 
Riickstand wurde in dest. Wasser aufgeschwemmt, verd. NHg, 
ganz wenig jedesmal, unter kréftigem Umschiitteln hinzugesetzt, 
bis schlieBlich die Masse bis auf einen kleineren Rest sich aufge- 
lost hatte; danach Filtrierung.?) Behandlung des braunen Fltrats 
in Wirme mit vorsichtig abgemessener Menge von Tierkohle, 
mit nachfolgendem Filtrieren und reichlichem Auswaschen des 
Kohlerestes mit kochendem Wasser. Filtrat -+- Waschwasser 
(die Flissigkeit wenig gefarbt) wurden im Vakuum konzentriert, 
schlieBlich bei ganz geringer Wasserbadwirme, wobei schdne, 
fast farblose, kompakte Krystalldrusen auszufallen begannen. 
Unter langsam fortschreitender Konzentrierung der Fliissigkeit 
wurde sukzessiv ausfallende Krystallmasse ausgeschieden, so 
dafi auf diese Weise 5 Fraktionen erhalten wurden, deren jede 
auf Tyrosingehalt mittels Millons Reagens gepriift wurde: 

Fraktion 1—3. . . tyrosinfrei (Gewicht insgesamt: 1,2 g), 

> 4. . .Spuren von Tyrosin, 
> 5. . .deutlicher Tyrosingehalt. 

Die Fraktionen 4—5 wurden vereinigt und erneuter Frak- 
tionierung unterzogen, wodurch 0,3 tyronsinfreie krystallisierte 
Substanz erhalten wurde. Es standen somit nunmehr 1,5 g 
tyrosinfreie, wohlkrystallisierte, aber noch schwach graugelbe 
Substanz zur Verfiigung. 

Um zur Tyrosinfreiheit zu gelangen, hatte also, ungeachtet 
der an sich geringen Menge des verunreinigenden Tyrosins, 
ungefihr die Hialfte des Gewichts der Rohsubstanz — und 
offenbar damit auch ein bedeutender Teil der Br-Substanz selbst 
geopfert werden miissen. Aus den vereinigten Mutterlaugen 
wurde, wenn auch in geringer Menge, eine in Nadeln krystal- 





1) Aus dem Filtrat -- Waschwasser wurde eine Spur von Tyrosin 


gewonnen. 
*) Auf dem Filter blieb etwas grauer Schlamm zuriick, der Tyrosin 


enthielt. 
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lisierende Br-reiche Substanz isoliert, die, allem nach zu he- 
urteilen, aus Dibrom-]-Tyrosin bestand.’) 

SchlieBlich wurde (unter Anwendung von ganz wenig 
Tierkohle) umkrystallisiert, wobei farblose, glasklare, schwere 
Krystalle erhalten wurden, kurze und dicke Prismen oder dicke, 
viereckige Tafeln, welche Krystalle nach 1-stiindiger Aufbe- 
wahrung im H,SO,-Exsikkator 1,2 g wogen. 


3. Die Identifizierung der Bromsuhstanz. 


Wenngleich die zu Gebote stehende Quantitat reiner Sub- 
stanz verhiltnismabig beschrinkt war, so hat sie sich doch 
als hinreichend erwiesen, um — unter Beobachtung strenger 
Sparsamkeit und Anwendung von Kombinationen, wo solches 
moglich gewesen?) — zu voller Klarheit tiber die chemische 
Natur der vorliegenden Substanz zu fiihren. Nach Ausfiihrung 
einer Krystallwasserbestimmung an einer Portion des 1 Stunde 
lang im H,SO,-Exsikkator aufbewahrten, vereinigten Materials 
wurde auch das tbrige bei + 120° C. getrocknet. 

Die Substanz ist, wie bereits aus der Darstellungsweise 
hervorgeht, schwerléslich in Wasser bei gewohnlicher Tem- 
peratur, weit leichter léslich in kochendem Wasser. Die wasse- 
rige Lésung, die einen siuerlich-bitteren Geschmack hat, re- 
agiert sauer auf Lackmus. In verdiinnter Mineralsiure, in 
verdiinnter Natronlauge oder Ammoniak lést sie sich mit Leich- 
tigkeit; aus solchen Lésungen fallt sie bei Zusatz von Natrium- 
acetat bezw. Essigsiiure in Krystallform aus. Eine ammoniaka- 
lische Lésung laBt bei Abdampfen in gelinder Wiarme Krystalle 
zuriick, die kein Ammoniak enthalten. Eine mit sehr ver- 
diinnter Salpetersiure bereitete Loésung wird bei Zusatz von 





') Auf eine vollstindige Racemisierung der in dem Gorgonin- 
molekiil praiformierten 1-Form ist bei der relativ milden Baryumhydroxyd- 
behandlung, die hier zur Anwendung kam, nicht zu rechnen (vgl. 
Anm, 2 auf S. 140 in der nichstvorhergehenden Mitteilung). 

*) So z. B. konnte die zur Krystallwasserbestimmung verwendete 
Quantitét danach zu anderem Zwecke benutzt werden, die zur acidi- 
metrischen Titrierung gebrauchte Substanz wurde zur N-Bestimmung 
verwendet, das bei den Br-Bestimmungen gewogene Halogensilber zur 
Priifung auf eventuellen J-Gehalt. 
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AgNO, nicht zur Fallung gebracht; wird mehr Séure hinzu- 
gefiigt und erwarmt, so fiallt AgBr aus. Bei Priifung hinsichtlich 
der in der nachstvorhergehenden Mitteilung (Abschnitte 15 
und 16) erwahnten Firbungs- und Fallungsreaktionen verhielt 
sich die Substanz in allen Beziehungen auf dieselbe Weise, 
wie es dort fiir synthetisches Dibromtyrosin angegeben worden 
ist, ohne, bei Anwendung gleichgrofer Substanzmengen, irgend 
welchen Unterschied in bezug auf Farbenniiance oder Inten- 
sitit der Farbung aufzuweisen. Schmelzpunkt: ca. ++ 245° C.,") 
wobei braunschwarze Fiarbung der iuBerst stark aufgeblaihten 
Masse eintritt. Bei Debromierung mittels Zn-Staubs wird Ty- 
rosin erhalten, identifiziert durch Krystallform, Schmelzpunkt 
(+ 302° C.), intensive Farbung bei Millons und Denigés- 
Morners Reaktionen. 


Krystallwasserbestimmung. 


0.1270 g verloren bei 120° bis zum Eintritt konstanten Gewichts 


Pe ee ee ee 4,96 Jo. 
(Fiir C,H,NO,Br, -- H,O ergibt die Berechnung ....... 5,05 °/0). 


Acidimetrische Titrierung.?) 


0,2234 g verbrauchten. .... 6,8 com "/:0-NaQOH. 
(Berechnet fir C,H,NO,Br, . . .6,6 » » ). 


N-Bestimmung. 


Hierzu wurde die fertigtitrierte Mischung vom vorigen 
Versuch her verwendet, die kjeldahlisiert wurde. °) 
0,2234 g verbrauchten 6,45 ccm 4/10-H,SO,, entsprechend 4,05°%/o N. 
Bei in dieselbe Serie eingefiigten Kontrollbestimmungen 
an reinem, synthetischem Dibromtyrosin wurde erhalten: 


pS ae 
£03. J Mittel: 4,070 N. 


(Berechnet fiir C,H,NO,Br,: 4,13°%o N). 





') Siehe Anm. 4 auf S. 148. 

*) Vgl. die nachstvorhergehende Mitteilung, Abschnitt 8, b. 

5) Dabei wurde, wie bei entsprechender Behandlung von synthe- 
tischem Dibromtyrosin, im Kolbenhalse Sublimat von farblosen, stark 
nach Bromphenol riechenden Krystallen beobachtet. 
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Br-Bestimmung. 


Diese Bestimmung wurde unter Benutzung von Piria 
und Schiffs Methode (Verbrennung!) mit CaO ++ Na,CO,) 
ausgefiihrt, wobei zur Kontrolle alternierend Bestimmungen 
an reinem Dibrom-d,l-Tyrosin (getrocknet bei -+ 120° C.) 
eingeschaltet wurden. 

a) 0,2585 g ergaben 0,2799 g AgBr,*) entsprechend 46,08 °/o a Mittel : 
b) 0,233 » > 0.2547 >» » > 46,42°/o » J 46,25°/o Br. 

Bei den in die Serie eingeschalteten Kontrollbestimmungen 

an reinem, synthetischem Dibromtyrosin wurde erhalten: 
pr ; Mittel: 46,46°/o Br. 
(Berechnet fiir C,H,NO,Br,: 47,17°/o Br). %) 


Auf Grund der eben angefiihrten Untersuchungs- 
ergebnisse ist es klar, dafB die aus Primnoa-Gorgonin 
als hydrolytisches Spaltungsprodukt isolierte Brom- 
substanz eine der Jodgorgosaure Drechsels analoge 
Bromgorgosdure, oder, genauer bestimmt, mit 3,5- 
Dibrom-d,l-Tyrosin identisch ist.*) 

Es ist dies die erste, wohlcharakterisierte organische 
Bromverbindung, die durch absichtliche Hydrolyse eines nativen 
Proteinstoffes erhalten worden ist. Eine spontan gebildete, sonst 
in gewissem Grade analoge, organische Br-Verbindung hat man 
neulich, dank Friedlainders®) schéner Untersuchung, in dem 
Farbstoff der Purpurschnecke (des Purpurs der Antike) kennen 


') Wahrend des Verbrennens wurde an den abziehenden Dampfen 
dieselbe Geruchsqualitaét wahrgenommen wie bei den Proben mit synthe- 
tischem Dibromtyrosin, d. h. ein Geruch von Phenol und von NH, (kein 
fremder Geruch wie von Indol, Pyrrol usw.). , 

*) Die gewogenen Ag-Fallungen wurden mit Zn + verd. H,SO, 
dekomponiert; auf J wurde keine Reaktion bei Priifung mit CS, und 
vorsichtigem Zusatz von Cl-Wasser (bis Br-Reaktion eintrat) erhalten. 

5) Vgl. den nachstvorhergehenden Aufsatz, S. 141. 

‘) Die iiberhaupt einzige beobachtete, durch die blofs spurenweise 
Gegenwart eines Fremdstoffes erklarliche Abweichung von dem reinen 
synthetischen Produkt ist die, daf der Schmelzpunkt, bei gleichzeitiger 
Ausfiihrung, als 1—2° niedriger liegend befunden worden ist. 

°) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 42 (1909), S. 765—770. 
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gelernt, der aus 6,6’-Dibromindigo besteht. Die Zusammen- 
gehorigkeit auch dieser Substanz mit der Proteinstoffchemie 
wird von v. Fiirth?) betont. 


4. Findet sich Brom in anderer Bindungsform als in Dibromtyrosin ? 


Rechnet man den totalen Br-Gehalt der in dem Haupt- 
versuch bearbeiteten Gorgoninquantitaét auf Dibromtyrosin um, 
so erhalt man den Wert 51,7 g. In grellem Kontrast hierzu 
steht die tatsachlich isolierte Menge (1,2 g) der genannten 
Verbindung. Auch unter Beriicksichtigung des Umstandes, dab 
mit unvermeidlichen, zusammengenommen betrichtlichen Ver- 
lusten zu rechnen ist — wie dem im Laufe der Arbeit sukzessiv 
stattfindenden Verbrauch von zahlreichen, kleineren Quantitiiten 
der verschiedenen Fraktionen (behufs Orientierung tiber den 
Br-Gehalt, Fallbarkeit gegeniiber gewissen Reagentien), Adsorp- 
tion der zahlreichen, oft voluminésen Fallungen, in Mutterlaugen 
zurtickbleibender Substanz — und dafi demnach die tatsiich- 
liche Dibromtyrosinmenge gut um ein Vielfaches gréfer als die 
wirklich in reinem Zustand isolierte gewesen sein kann, so 
mu ich doch, im Hinblick auf die mir bekannt gewordenen 
Kigenschaften des Dibromtyrosins,?) die Annahme als_ vollig 
unmdglich ansehen, da der gesamte Br-Gehalt des fraglichen 
Gorgonins innerhalb des Molekiils ausschlieBlich in Form von 
Dibromtyrosin gebunden sein sollte. Einer solchen Annahme 
widersprechen auch einige bei dem Hydrolyseversuch gemachte 
Erfahrungen. In den beiden Hauptfraktionen (I und II), haupt- 
siichlich jedoch in dem ersteren, sind an mehreren Stellen bei 
der fortgesetzten Fraktionierung stark Br-haltige, braungefirbte, 
schwerloésliche, aber amorphe, iiberhaupt «<harz»-ahnliche Pro- 
dukte angetroffen worden, die bald bei der Konzentrierung an- 





1) Probleme der physiol. und pathol. Chemie, Bd. 1, Leipzig 1912, 
S. 76. «In der Purpurschnecke vollzieht sich also ein Bromierungs- 
vorgang, der den zweifellos aus dem Eiweifitryptophan stammenden Indol- 
komplex in ein Chromogen umwandelt. Wir diirfen also auch den Purpur- 
farbstoff fortan wohl den zyklischen Eiweifiderivaten zuziihlen.» 

?) Unter anderem habe ich experimentell mich von der grofen 
Resistenz der Substanz bei Kochen mit Baryumhydroxyd und von der 
Moglichkeit, danach in guter Ausbeute sie zuriickzugewinnen, iiberzeugt. 
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fangs klarer Losungen ausfielen, bald in verschiedenen Fallungen 
(BaCO,-, PbS- usw.) enthalten waren. Besonders zeichnete sich 
in dieser Hinsicht die auf S. 141 erwahnte BaCO,-Fillung aus. 
Auch nach dreimal wiederholtem, langdauerndem Auskochen 
mit, jedesmal, 6—7 1 Wasser!) und danach mehrmals wieder- 
holter Digestion auf Wasserbad mit verd. NH,,?) ein paar 
Litern jedesmal, erwies sich der Pulverrest als andauernd stark 
br-haltig. Die angefitihrten Umstiinde machen es allzu wahr- 
scheinlich, da’ Br auch in der einen oder anderen Bindungs- 
form von anderer Art als in der von Dibromtyrosin enthalten 
ist, wobei zunachst Bindung an Tryptophan’) oder Histidin, 
vielleicht auch ein héher bromiertes Tyrosin mit von der Di- 
Verbindung ganz abweichenden Eigenschaften in Betracht kimen. 
Diese Uberlegung diirfte, mutatis mutandis, auch auf die J- 
Bindung in den J-reicheren Formen des Gorgonins Anwendung 
finden. Aus den Mitteilungen der Autoren geht klar hervor, 
dal} die Ausbeute von Dijodtyrosin (Jodgorgosaure) sich stets 
sehr unbedeutend gestellt hat. Ausdriicklich wird der Betrag der 
Ausbeute von Drechsel*) und von Oswald®) angegeben; pro 
100g Gorgoninmaterial berechnet, erhielt ersterer 0,7, letzterer 
0,9 g,°) beide bei Arbeit mit dem extrem J-reichen Gorgonin 
von Gorgonia Cavolini. Wird der von mir’) fiir die genannte 
Art gefundene J-Wert, 5,5°/o, auf Dijodtyrosin umgerechnet, 
me 1) Betreffs dieses Wasserextraktes siehe «Anhang>», S. 154. 


*) Durch NH, herausgeléste, Br-haltige, braune Substanz mittels 
H,SO, als amorphe Flocken ausfillbar, zeigte bei Erhitzen starken Indol- 
geruch. 

8) Siehe die niachstvorhergehende Anm. 

*) Zeitschrift f. Biologie, Bd. 33 (1896), S. 100. 

») Diese Zeitschrift, Bd. 75 (1911), S. 353—362. 

6) Angenommen, wir arbeiten mit zwei Arten von Gorgonin, die 
eine Br-reich und J-arm, die andere umgekehrt, und beide denselben 
Prozentgehalt an dem betreffenden Dihalogentyrosin aufweisend, so ist, 
ceteris paribus, eine verhaltnismafig noch geringere Ausbeute an Dibrom- 
dl-Tyrosin zu erwarten als an dem entsprechenden J-Derivat, namlich 
auf Grund des geringeren Grades von Schwerlislichkeit beim ersteren, 
1:591 (nach Bestimmung von mir, bei + 20° C.) bezw. 1: 2164 (nach 
Bestimmung von Oswald, bei -++ 15°; diese Zeitschrift, Bd. 69 [1909], 
S. 320—324). 

) A. a. O. 
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so entspricht dies 9,4 g pro 100 g Gorgonin! Auch bemerkt 
Oswald, dabei sich auch auf andere experimentelle Beobach- 
tungen stiitzend: «dai jedoch das Tyrosin nicht die einzige 
jodbindende Gruppe des Gorgonins ist». 


B. Orientierende Saurehydrolysenversuche. 


Im Hinblick auf die Angaben der Literatur iiber die 
ziemlich geringe Resistenz des Dijodtyrosins bei Saéurebehand- 
lung hatte ich kaum gewagt, an die Moglichkeit zu denken, 
das analog konstituierte Br-Derivat durch Séurehydrolyse von 
Gorgonin zu erhalten, sondern hatte a priori die Baryumhydro- 
xydhydrolyse fiir den einzigen anwendbaren Ausweg gehalten. 
Ein ganz anderes Aussehen erhielt indessen die Sache, nach- 
dem ich die im nachstvorhergehenden Aufsatz (Abschn. 10) 
angefiihrten Erfahrungen betreffs des Verhaltens des |-Dibrom- 
tyrosins gegen konz. HCl gemacht hatte, weshalb ein Versuch 
in diesem Sinne mit der spérlichen Quantitét Primnoa-Gorgonin, 
die noch zu Gebote stand, ausgefiihrt wurde. 

30 g an der Luft getrocknete Substanz (entsprechend ca. 
25 g wasserfreier) wurde in verschlossenem Kolben mit 100 ccm 
konzentrierter HCl (spez. Gew. 1,19) ein paar Tage lang stehen 
gelassen, worauf die Mischung 5 Stunden lang kochend ge- 


halten wurde. 

An der oberen Miindung des Riickflufkiihlers war ein mit Natron- 
lauge beschickter Absorptionsapparat angebracht ; gasférmig entweichende 
HCl wurde von demselben in reichlicher Menge aufgenommen, Br bezw. HBr 
waren aber nicht einmal spurenweise bei der naheren Priifung der Ab- 


sorptionsfliissigkeit zu entdecken. 
Die braunschwarze Fliissigkeit wurde auf Wasserbad zu 


Sirupdicke eingedampft, mit Wasser verdiinnt und aufs neue 
konzentriert. Sie wurde sodann mit Wasser entnommen, 
Baryumhydroxyd wurde in reichlichem Uberschu8 hinzugesetzt 
und die Mischung 6 Stunden lang auf Wasserbad (behufs Aus- 
treibens von NH,) erwarmt. Nach Filtrieren wurde die Fliissig- 
keit!) mit 5 Vol. Spiritus (96 °/oig) versetzt, wobei reichliche 





!) Eine kleine Portion davon — schwach angesduert mittels Sal- 
petersiure, ausgefallt mit AgNO, in Uberschuf und filtriert — ergab, 
nach weiterem Salpetersiurezusatz, bei Aufkochen, reichliche Fillung 
von AgBr (die Gegenwart organisch gebundenen Broms anzeigend). 
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Fiillung eintrat; Umschiitteln. Die nach einigen Tagen ab- 
filtrierte Fallung wurde zunachst, der Hauptsache nach in 
Ubereinstimmung mit dem oben auf S. 144 skizzierten Ver- 
fahren, bis zur Entfernung des PWS-Uberschusses mit Baryum- 
hydroxyd und behufs Entfernung dieses letzteren mit H,SO, 
behandelt, in diesem Falle jodoch mit Vermeidung eines H,SO,- 
Uberschusses. Das Filtrat (von BaSO,) wurde zur Trockne ein- 
gedampft (behufs Abrauchens von aus Ba(Cl, frei gemachter HC). 
Der Rest wurde mit Wasser aufgenommen, der braune Boden- 
satz abfiltriert, das Filtrat mit Ag,O in UberschuB8 geschiittelt 
und sofort filtriert. In dem Filtrat (stark Ag-haltig; saure 
Reaktion) trat einige Nachtriibung ein, weshalb dasselbe, nach 
Aufbewahrung an dunklem Platz, am Tage darauf von neuem 
filtriert wurde. Ag wurde mittels H,S und dieser letztere durch 
Lufteinleitung entfernt. Die Fliissigkeit wurde, nach Zusatz von 
NH, bis zu schwach alkalischer Reaktion, konzentriert, mit 
Essigsiiure angesiiuert und in den Kalteschrank gestellt. Binnen 
2 Tagen begann die Auskrystallisierung, die spater noch weiter 
zunahm: (aufer Tyrosinkugeln) klare, wetzsteinahnliche, schwere 
Krystalle. Durch Fraktionierung in der oben angegebenen 
Weise wurden schlieBlich 0,07 g tyrosinfreie, kopiés Br-haltige 
Krystalle erhalten, die sich als ca. 4 °/o Krystallwasser ent- 
haltend erwiesen, und die, nach Umkrystallisierung, glasklare 
Prismen von dem Aussehen und dem Schmelzpunkt des Dibrom- 
d,l-Tyrosins bildeten. Nach der Behandlung der Lésung mit Zn- 
Staub in Warme konnten in der Reaktionsfliissigkeit Tyrosin 
und Br (nicht J) nachgewiesen werden. 

Auch durch Saéurehydrolyse hat demnach Dibromtyrosin 
erhalten werden kénnen, jedoch — im Gegensatz zu dem, was 
man im ersten Augenblick annehmen méchte — nicht in der 
l-- sondern in der d,l-Form. Hierbei ist jedoch in Betracht 
zu ziehen, daf die urspriinglich saure Hydrolysenfliissigkeit 
spiter in Warme mit Uberschu8 von Baryumhydroxyd (behufs 
Austreibens von NH,) behandelt worden ist, wodurch die Sub- 
stanz zum grOferen Teile racemisiert worden sein kann (wahrend 
eventuell zuriickgebliebene I-Substanz, als u. a. leichter ldéslich, 
unausgefiillt in der Mutterlauge verblieben ist). 
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Anhang. 


Wahrend der auf mannigfache Weise betriebenen Frak- 
tionierung sind, bei dem Hauptversuch, in analysenreinem Zu- 
stande auch einige Br-freie hydrolytische Spaltungsprodukte 
isoliert worden, namlich: 

Aus «I. Fallung».') 

Tyrosin, 
Asparaginsaure, 
Glutaminsaure und 
Oxalsaure. 
Aus «II, Alkoholische Fliissigkeit>.?) 
Glykokoll, 
Alanin und 
Leucin 
(sowie, auch hier, etwas Tyrosin). 

Von Leucin war die erhaltene Menge ganz gering, wohin- 
gegen Asparaginsiure und auch Glutaminséure in verhiiltnis- 
mafig reichlicher Ausbeute erhalten wurden.*) Glykokoll fand 
ich, in Ubereinstimmung mit Henze, reichlich vertreten; das- 
selbe war der Fall auch beim Alanin.‘) Die Oxalsiure‘) soll, 
wenigstens zu einem Teil, von bei der Baryumhydroxydbe- 
handlung zersetztem Cystin herriihren. °) 

Bei der Fraktionierung innerhalb der Gruppe der ali- 
phatischen Monoaminosduren habe ich in der Behandlung mit 
verdiinnter Schwefelséure -+ Kaliumdichromat (in Wdarme)®) 
eine bequeme und empfindliche Geruchsprobe zur Orientierung 





') Siehe S. 144. 

*) Siehe S. 144. 

3) Keine von diesen 3 Monoaminosduren gelang es Henze (Diese 
Zeitschrift, Bd. 38 (1903), S. 6(0—79), ungeachtet darauf abzielender Ver- 
suche, nach Baryumhydroxydhydrolyse von Gorgonin (dieses letztere 
jedoch von einer anderen Anthozoénart, Gorgonia Cavolini, herriihrend) 
zu isolieren. 

*) Nicht zuvor als Gorgoninhydrolysenprodukt nachgewiesen. 

5) Siehe Baumann, Ber. d.d. chem. Ges., Bd. 15 (1882), S. 1731 
bis 1735. 

6) Auf dieses Verfahren griindet sich bekannilich E. Fischers 
empfindliche Geruchsprobe auf Phenylalanin. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII Ii 
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betreffs der An- oder Abwesenheit von Leucin in einer vor- 
liegenden Fraktion gefunden.!) Wéahrend namlich Leucin in- 
tensiven, lange zuriickbleibenden Geruch (von Isovalerian- 
sdure) ergibt, ist dies nicht bei den folgenden, direkt gepriiften 
Substanzen der Fall: Glykokoll, Alanin, Valin (obwohl es selbst 
ein Isovaleriansdurederivat ist), Asparagins§ure und Glutamin- 
sdure (auch nicht bei Cystin, Tyrosin oder Histidin). 





Bei der starken Konzentrierung des auf S. 150 erwahnten Wasser- 
extraktes auf Wasserbad fiel ein braungefarbter, sandartiger Niederschlag 
aus, der teilweise aus BaCO, bestand, aber auch eine schwefelhaltige 
Substanz enthielt, welche bei gelinder Erwirmung auf Wasserbad mit ver- 
diinnter H,SO, reichlich Schwefeldioxyd (Zersetzungsprodukt von Cystin ?) 
abgab. Diese Beobachtung lief mich an ein Prfparat denken, das Henze 
(a. a. 0.) in geringer Menge aus Baryumhydroxydhydrolysenflissigkeit 
von Gorgonin her erhalten hat. Es wird folgendermafien beschrieben: 
«In langen, glashellen Prismen krystallisierende Substanz, — — — sehr 
leicht in Wasser léslich, verbrannte ohne Riickstand und reagierte sauer 
auf Lackmus. Mit Silbernitrat gab sie einen weifigelblichen Niederschlag, 
der sich aber in wenigen Sekunden tief rotbraun farbte. — — — Die 
Probe auf Stickstoff durch Schmelzen mit Kalium usw. fiel negativ aus.» 
Die Reaktion mit Silbernitrat kénnte namlich méglicherweise als auf der 
Einwirkung einer schwefelhaltigen Verbindung beruhend gedeutet werden, 
indem sie frappant z. B. an die von Thiosulfat erinnert (wenn auch eben 
solches wohl kaum hat vorliegen kénnen). Ubrigens méchte ich gegen 
Henzes Auffassung opponieren, nach welcher das genannte Praparat 
eine bestimmte, organische Chlorverbindung darstellen soll, genauer <ein 
chlorhaltiges Spaltungsprodukt des Gorgonins». Man muf ndmlich be- 
denken, dafi der gefundene Cl-Gehalt (2,55°/o), auch wenn man nur ein 
Atom Cl in dem Molekiil voraussetzt — ein Molekulargewicht von nicht 
weniger als 1390 verlangen wiirde, was sich nicht gut mit den wtbrigen, 
beschriebenen Eigenschaften vereinigen la{t (es ist iibrigens nicht direkt 
angegeben, ob der beobachtete Cl-Gehalt sich wirklich in organischer 
Bindung befand). Jedenfalls kann ich nichts anderes sehen, als daf der 
Cl-Gehalt als eine bloke Verunreinigung zu deuten ist. 





') Die Probe ist folgendermafen ausgefiihrt worden: einige Zenti- 
gramme der Substanz werden mit 2 ccm verdiinnter H,SO, (1 Vol. konz. 
+. 3 Vol. Wasser) und ein paar Kérnchen von K,Cr,O, erhitzt. 











Bemerkungen zu der Arbeit von E. Hirsch und H. Reinbach: 
Die Fesselungshyperglykamie und Fesselungsglykosurie 
des Kaninchens. (Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 122.) 

Von 
Fr. Rolly und Fr. Oppermann. 





— 


(Aus der medizinischen Klinik in Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. September 1913.) 





Hirsch und Reinbach ver@ffentlichen in der oben genannten 
Arbeit eine Reihe von Versuchen, in denen Kaninchen auf die zu Ver- 
suchen und Blutentnahmen notwendigen Manipulationen mit erheblicher 
Steigerung ihres Blutzuckergehaltes reagieren. So fanden die beiden Au- 
toren bei Kaninchen nach halb- und mehrstiindiger Fesselung, Préparation 
der Carotis und Blutentnahmen Steigerungen bis 0,42°/o, nach Fesselung 
ohne Praparation der Carotis und geringfiigigen Blutentnahmen aus der 
Ohrvene Steigerung zwischen 0,22 und 0,33°/o Blutzucker. Doch auch 
ohne Fesselung zeigte ein Tier bei Blutentnahme aus der Ohrvene mit 
Vermeidung merklicher Blutverluste Steigerung von 0,11 auf 0,16 und 
0,17 °/o. Sie nennen diese Erscheinung Fesselungshyperglykimie und 
-glykosurie und glauben sich auf Grund dieser nur am Kaninchen be- 
obachteten Erscheinung zu dem Schlufi berechtigt (Seite 122): «daf 
die Mehrzahl der in der physiologischen und pharmakologischen Literatur 
existierenden Angaben iiber den Einfluf chemischer Substanzen auf den 
Blutzuckergehalt dringend einer Nachpriifung bediirfen, weil man, die eben 
angedeutete Fehlerquelle nicht beriicksichtigend, einfach nach dem be- 
liebten Schema post hoc, ergo propter hoc geschlossen hat.» 

Ferner (S. 141) heifit es in der Zusammenfassung der Arbeit: 

«Alle Angaben iiber Zunahme des Blutzuckergehaltes nach Injektionen 
irgendwelcher Substanzen oder nach Narkosen sind vorliufig als unbe- 
wiesen anzusehen, solange nicht geniigend beriicksichtigt ist, ob nicht 
die Art der Versuchsvornahme (Fesselung, Blutentnahme, Aufregungs- 
zustand bei der Narkose) geniigt hatte, um die gefundene Blutzucker- 
zunahme und Glykosurie in dem entsprechenden Versuch zu erkliren.» 

Da diese allgemein gehaltenen Sfatze geeignet sind, in dem 
mit der einschligigen Literatur nicht Vertrauten die Meinung zu erwecken, 
als sei mit den obigen Erscheinungen auf etwas véllig Neues hinge- 


11* 
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wiesen und als seien durch die gefundene Unbrauchbarkeit des 
Kaninchens fiir Blutzuckeruntersuchungen alle Resultate fri- 
herer Autoren hinfallig, so sehen wir uns gezwungen, auf die Arbeit von 
Hirsch und Reinbach etwas naher einzugehen. 

Die Unbrauchbarkeit des Kaninchens fir Blutzuckeruntersuchungen 
ist bereits seit mehreren Jahren bekannt und von den meisten 
Autoren auch beriicksichtigt worden. Wir selbst haben in unserer Arbeit: 
Der Blutzucker bei Gesunden und Kranken (Biochem. Zeitschrift, 
Bd. 48, 49) verschiedentlich darauf hingewiesen, so in der Mitteilung III, 
S. 201: 

<Auf Grund eigener Erfahrungen méchten wir davor warnen, 
Kaninchen als Versuchsobjekte bei derartigen Experimenten zu verwenden, 
da die Blutzuckerwerte bei diesen Tieren 6fter nicht recht kontrollierbare 
Schwankungen zeigen, ja schon Fesselung oder andere sensible Neigung 
hier zu einer Erhdhung des Blutzuckers fiihren kénnen.» 

Ahnliche Hinweise finden sich in unserer Mitteilung VI, S 474 
und Mitteilung VII, Bd. 49, S. 291—292. Hier berichteten wir auch, daf 
wir fiir einen Eiweififiitterungsversuch am Pflanzenfresser eine Ziege 
nahmen, um nicht mit den genannten bei Kaninchen vorhandenen Blut- 
zuckerschwankungen rechnen zu miissen. 

Bei Hunden hingegen fanden wir konstante Blutzuckerwerte. (S. 
z. B. unsere Eiweiffiitterungsversuche Mitteilung VII.) 

Unsere zahlreichen Kaninchenversuche zu veréffentlichen, haben wir 
damals fiir iiberfliissig gehalten, da bereits viele Autoren vor uns auf die 
gleichen Erscheinungen hingewiesen hatten. Schon von Béhm und 
Hoffmann, die den «Fesselungsdiabetes» der Katzen beschrieben, 
teilte Eckhard (Eckhards Beitrage, Bd. 4, S. 159) mit, «daf bei auf- 
gebundenen Kaninchen mit Kaniilen in den Ureteren bisweilen nach 
Zeiten sparsamer Harnabsonderung ganz plétzlich, ohne weitere Veran- 
lassung, eine in der Regel mit Diabetes verkniipfte Hydrurie hereinbricht>. 
1903 weist Eckhard von neuem darauf hin (Zeitschrift f. Biologie. Neue 
Folge, Bd. 26, S. 408) und deutet diese Erscheinung als die gleiche, wie 
sie von B6hm und Hoffmann an Katzen gefunden wurde. Auferdem 
berichtet — abgesehen von der bereits von Claude-Bernard, v. Mering, 
Schenck und Lewandowky studierten Aderlafhhyjperglykimie — 
Rose (im Jahre 1903) Arch, fiir experim. Path. u. Pharm., Bd. 50 
von einer bei Kaninchen auftretenden als «allgemeine Operations- 
reaktion» bezeichneten Hyperglykamie, die besonders stark nach 
schweren Eingriffen war. 

Ferner fanden B.Oppler und P. Rona (Biochem. Zeitschrift, Bd. 13, 
S. 121—131), dah der Zuckergehalt des Kaninchenblutes auch bei zeitlich 
lang getrennten Aderlaissen sehr schwankend war; die Be- 
dingung dieser Unregelm&Bigkeiten war nicht zu tiibersehen. Bei Hunden 
dagegen hielt sich die Konzentration in annahernd kon- 
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stanten Grenzen. Auch Nils Andersson (Biochem. Zeitschrift, Bd. 12) 
fand den Blutzuckergehalt beim Kaninchen schwankend und das Ansteigen 
des Blutzuckergehaltes unabhaingig von der beim ersten AderlaB ent- 
nommenen Blutmenge. Er berichtet das gleiche auch nach Blutentnahmen 
aus der Ohrvene. Endlich fanden Lyttkens und Sandgren (Biochem. 
Zeitschrift, Bd. 31) Steigerung des Blutzuckergehaltes durch Aderla8 bis 
auf 0,5°/o. 

Damit aber ist wohl erwiesen, dafi die von Hirsch und Reinbach 
beobachteten und mit so weitgehenden SchluBfolgerungen belegten Er- 
scheinungen im wesentlichen nichts anderes als einen erneuten 
Hinweis auf schon Bekanntes — namlich die Ungeeignetheit 
des Kaninchens fiir Kohlehydratstoffwechselversuche — be- 
deuten. 

Und wenn auch vereinzelte Autoren noch in letzter Zeit dies nicht 
geniigend beriicksichtigt haben, so beweisen doch die angefiihrten Bei- 
spiele zur Geniige, daB die Mehrzahl derselben diese Tatsache 
kannte und auch damit gerechnet hatte. 

Wie weit der Name «Fesselungshyperglykamie>» ibrigens fiir 
diese Steigerung des Blutzuckers geeignet ist, wo die beiden Autoren 
bei dem einzigen Versuch ohne jegliche Fesselung ebenfalls 
eine nicht unbetrachtliche Steigerung des Blutzuckers fanden (von 
0,11 auf 0,17°/o), wollen wir dahingestellt sein lassen. 

Endlich berichten Hirsch und Reinbach in ihrer Arbeit noch 
iiber Versuche, in welchen sie die «Fesselungshyperglykimie» durch vor- 
herige Injektion von Morphium oder durch Athernarkose verhindern 
wollten. In allen diesen Versuchen fanden sie Steigerungen des Blut- 
zuckers; beim nicht gefesselten Tier waren diese gleich derjenigen in 
ihrem Normalversuch oder ein wenig héher. Daraus aber glauben sie 
schliefen zu diirfen, daB die Versuchsergebnisse von Luzatto (Morphin- 
glykosurie) und Seelig (Atherglykosurie), die durch einen von uns letzthin 
bestaétigt werden konnten, «mehr als zweifelhaft» erscheinen. 

Abgesehen davon, da§S Luzatto, Seelig und Oppermann die 
Hyperglykimie am Hund nachwiesen, haben die beiden ersteren 
eine Fesselung in den meisten Versuchen iiberhaupt nicht vorgenommen, 
der letztere nur in eingeschrinktem MaBe. 

AuBerdem lassen sich die Versuche der beiden Autoren — vor 
allem, was das Morphium anlangt — mit den vorliegenden von Luzatto, 
Seelig und Opperman gar nicht vergleichen, da sowohl Luzatto wie 
auch Oppermann héhere Dosen Morphium gaben, anderseits nach 
Kobert (Lehrbuch der Toxikologie, Bd. 2, S. 972) die mittlere toxische 
Dosis des Morphiums fiir Hunde 65 mg, fiir Kaninchen 320 mg pro Kilo 
Korpergewicht betrigt, sodaB also Hirsch und Reinbach betrichtlich 
héhere Dosen hitten geben miissen, wenn sie ihre Werte mit denen der 
oben Genannten vergleichen wollten. 
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Auferdem ist unseres Erachtens noch eher ein SchluB auf blut- 
zuckersteigernde Wirkung berechtigt, wenn bei sonst konstanten 
Werten plétzlich eine Steigerung des Blutzuckers einsetzt, als ein Schluh 
auf Wirkungslosigkeit eines Mittels, wenn nach Applikation des- 
selben eine Hyperglykamie auftritt, die in &hnlicher Starke auch ohne 
das Mittel beobachtet wurde. 

Und wenn die Verfasser endlich am Schluf ihrer Arbeit ihre nachste 
Aufgabe darin sehen, die am Kaninchen angestellten Versuche am Hund 
zu wiederholen, so méchten wir nur noch bemerken, daf sie es wohl 
als die vorhergehende Aufgabe hatten betrachten miissen, die 
schon bestehende Literatur genau durchzusuchen und zu sichten, ehe sie 
friiheren Autoren eine Leichtfertigkeit in der Verwertung ihrer Versuchs- 
ergebnisse vorwerfen durften. 























Uber die Hypothese der Harnsdurebindung im Organismus. 
Erwiderung auf die Bemerkung von Max Dohrn. 


Von 


O. Minkowski. 





(Aus der medizinischen Klinik zu Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, Oktober 1913.) 


In Bd. 86 dieser Zeitschrift bringt Max Dohrn‘) einen bemerkens- 
werten Beitrag zur Lehre vom Nucleinstoffwechsel. Bei dieser Gelegenheit 
verwahrt er sich dagegen, dafs die von mir*) vor langerer Zeit ausge- 
sprochene Vermutung, dafs die Harnsiure im Organismus in einer Nuclein- 
sdureverbindung zirkulieren kénnte, mit der von ihm im vorigen Jahre *) 
aufgestellten Hypothese von der Existenz einer Nucleinsaéure, deren Purin- 
anteil bereits zu Harnséure oxydiert ist, identifiziert werde. Er meint, 
eine solche Auffassung kénnte zu Mifiverstaindnissen fiihren. 

Es liegt hier in der Tat ein Mifverstandnis vor, dessen Aufklarung 
mir wiinschenswert erscheint. Dieses ist offenbar dadurch entstanden, 
dafi ich es nicht mit gentigender Deutlichkeit zum Ausdruck gebracht 
habe, auf welchem Wege ich von den Vorstellungen aus, die ich mir 
iiber die Bindung der Harnsaure gebildet hatte, zu einer Versuchsanordnung 
gekommen bin, wie ich sie Seo‘) fiir seine in meinem Laboratorium 
ausgefiihrten Untersuchungen empfohlen habe. Auf Grund dieser Seo- 
schen Versuchsanordnung hat sich offenbar Dohrn, ebenso wie vor 
ihm andere Autoren, von meiner Annahme eine irrtiimliche Auffassung 
gebildet. 

Demjenigen, der meine eigenen Untersuchungen genauer verfolgt 
hat, hatte es allerdings klar werden kénnen, von welchen Vorstellungen 
ich ausging. Angedeutet ist dieses auch schon in dem von Seo 
zitierten und von Dohrn jetzt wiederholten Satz: «Daf, wie die 
ibrigen Purinverbindungen, so auch die Harnséure im Blute und 
in den Gewebssiften zundchst als Nucleinsiureverbindung auftritt, und 
daf’ durch diese Paarung mit dem Nucleinséurerest ... das weitere 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 130, 1913. 

*) Verhandl. d. XVIII. Kongr. f. innere Medizin, Wiesbaden 1900, 
5. 438. — Die Gicht, Wien 1903. 

5 Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 74, 1912. 

*) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 58, S. 75, 1907. 
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Schicksal der Harnséure im Organismus geregelt wird». Aus verschie- 
denen anderen Stellen meiner Publikationen geht hervor, was ich damit 
sagen wollte: «Wie die tibrigen Purinverbindungen», sollte besagen: 
«dafi die Harnsaiure mit Unrecht als eine «<Saéure» den tbrigen Kérpern 
der Xanthinreihe als «Basen» gegeniibergestellt wird, daf§ vielmehr die 
Harnsiure als ein weiteres Oxydationsprodukt des Purinkerns, als «Tri- 
oxypurin»>, von dem Xanthin als «Dioxypurin» und dem Hypoxanthin 
als «<Oxypurin» sich nur graduell unterscheidet»>.') Ich sprach ferner 
von einer «Paarung mit dem Nucleinséurerest» — nicht mit der Nuclein- 
siure — und damit meinte ich den purinbasenfreien Rest der Nuclein- 
siure, die von Schmiedeberg als «Nucleotinphosphorséure» bezeichnete 
Atomgruppe. 

Die «Nucleinséureverbindung der Harnsiure>, deren Existenz im 
Organismus ich fiir méglich hielt, entsprach demnach in der Tat von 
vornherein durchaus dem, was Dohrn jetzt als «Harnséure-Nucleotid> 
bezeichnet. Und auch die Vorstellung, daf die Oxydation der Purin- 
gruppe bis zur Harnséure sich noch im Verbande des Nucleinsdure- 
molekiils vollziehen kénnte, schwebte mir von vornherein vor, indem ich 
betonte,*) dafi die Reihenfolge, in der sich die Spaltungen und Oxyda- 
tionen an dem Nucleinséiuremolekiil vollziehen, fiir das Schicksal der 
Puringruppe entscheidend sein kénnte. Diese Vorstellung drangte sich 
mir schon bei dem Versuche auf, der den Ausgangspunkt fiir alle meine 
weiteren Untersuchungen tiber die Harnséiure bildete:*) Ich beobachtete 
zundchst, dafi die Vermehrung der Harnsaéure- und der Allantoin-Aus- 
scheidung im Harne, die ich nach Verfiitterung von Nucleinsdure ge- 
funden hatte, nicht in gleicher Weise zustande kam, wenn ich dasselbe 
Nucleinséiurepraparat mit schwacher Salzséure kochte und die gesamten 
Spaltungsprodukte verfiitterte oder das aus dieser Nucleinsdure darge- 
stellte reine Adenin verabfolgte. Dagegen fanden sich in den Nieren der 
mit Adenin gefiitterten Tiere Ablagerungen von Sphirolithen, die durch 
die Untersuchungen von Nicolaier‘) spiter mit einem Oxydations- 
produkt des Adenins, dem 6-Amino-2.8-Dioxypurin, identifiziert werden 
konnten. Das fiihrte mich zunachst zu der Annahme, dafi die Bindung 
der Puringruppe an den basenfreien Rest der Nucleinséure eine Vor- 
bedingung fiir die Oxydation der Puringruppe bis zur Harnsaure sein 
kénnte, da dagegen die abgespaltene Puringruppe auf anderen Wegen 
weiter abgebaut werde. 

Weitere Versuche zeigten mir aber dann, dai auch praformiert 
eingefiihrtes Hypoxanthin zum groéfsten Teil direkt in Harnsdure iiber- 





1) Verhandl. d. Kongr. f, innere Mediz., 1900, S. 439. 
*) Die Gicht, S. 187, Anmerkung. 

°) Arch. f. exp. Path., Bd. 41, 1898. 

*) Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 45, 1902. 
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gefihrt wurde. Ich mufte daher auch noch der Annahme Raum geben, 
daft vielleicht nur die Desamidierung der Puringruppe, d. h. die Uber- 
fiihrung des Adenins in Hypoxanthin, sich innerhalb des Nucleinsiure- 
molekiils zu vollziehen brauchte, und dafi die Oxydation des Hypoxanthins 
zu Xanthin und Harnsdure nach der Abspaltung des Oxypurins erfolgen 
koénnte. Ich wollte mich zunachst nicht auf eine bestimmte Annahme 
festlegen und duferte nur ganz allgemein, dafs «das Schicksal der Purin- 
gruppe von der besonderen Art ihrer Verkettung mit anderen Atomkom- 
plexen abhangig zu sein scheine>, 

Ich suchte aber fortdauernd noch dariiber Klarheit zu gewinnen, 
ob nicht doch auch eine Oxydation der Puringruppe bis zur Harnsdure 
im Verbande der Nucleinsiure méglich wire. Zu dem Zwecke wollte 
ich eine Nucleinsaure herstellen, in der an die Stelle der Purinbasen 
Harnséure getreten ware, ich wollte also zundichst Harnsiéiure an den 
basenfreien Rest der Nucleinséure heranbringen. Bei dem damaligen 
Stande der Kenntnisse war es aber nicht méglich, diese basenfreie Gruppe 
— deren Konstitution als Pentose-Phosphorsdureverbindung erst spiter 
bekannt geworden ist — unzersetzt zu gewinnen. Ich machte mir in 
dieser Richtung nun eine Beobachtung zunutze, die Schmiedeberg’) 
mitgeteilt und so gedeutet hatte, daf die gewéhnliche Nucleinsiiure unter 
gewissen Bedingungen imstande sei, noch gréfere Mengen von Purin- 
basen zu binden, dafs also gewissermafien die Nucleinsdure, wie sie aus 
dem Organismus gewonnen wird, noch ungesattigte Affinitaten fiir Purin- 
basen besitze. Ich fand auch zundchst*) — und gleichzeitig hatten auch 
Kossel und Goto®*) diese Beobachtung gemacht —, daf unter ahnlichen 
Bedingungen wie in den Schmiedebergschen Versuchen mit den Purin- 
basen die Nucleinséure groffe Mengen von freier Harnséure in Lisung 
zu halten vermag. Ich glaubte darin einen Hinweis auf die Existenz 
einer Nucleinsdureverbindung der Harnsdure erblicken zu diirfen, die ich 
somit nicht als Analogon der gewoéhnlichen Nucleinséiure, sondern der 
Schmiedebergschen «purinbasenreicheren>» Nucleinséureverbindungen 
betrachtete. 

Fiir die Frage, ob in der Tat das Schicksal der Harnséure im 
Organismus von ihrer Bindung im Nucleinsiurekomplex abhiangig sei, 
und ob eine solche Bindung fiir die Physiologie und Pathologie des 
Harnsdurestoffwechsels von Bedeutung sein kénnte, konnte es vielleicht 
gleichgiiltig sein, ob die gesamten, in der Nucleinsiéure enthaltenen Purin- 
basen durch Harnsdure ersetzt, oder ob neben der Harnsdure noch Purin- 
basen in der Verbindung vorhanden waren. In Ermangelung einer basen- 





) Arch. fiir exp. Path. u. Pharm., Bd. 43, S. 72, 1899; Bd. 57, 
S. 333, 1907. 

*) Kongr. f. innere Medizin, 1900. 

°) Diese Zeitschrift, Bd 30, S. 473, 1900. 
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freien Verbindung — wie wir sie heute mit Dohrn als «Nucleotid der 
Harnsdure» bezeichnen wiirden — veranlafite ich daher Herrn Seo, sich 
zunichst mit der basenhaltigen Nucleinsdiure-Harnsdureverbindung zu 
beschaftigen. 

In der Tat ergab nun die Arbeit von Seo eine ganze Anzahl von 
Beobachtungen, die nicht nur die Existenz einer Nucleinséureverbindung 
zu bestatigen, sondern auch fiir einen Einfluf einer derartigen Bindung 
der Harnséure auf ihr Verhalten im tierischen Organismus zu sprechen 
schienen. 

Die Resultate der Seoschen Untersuchungen gelten gegenwartig 
als widerlegt. Ich halte zwar die gegen diese Untersuchungen erhobenen 
Einwinde nicht fiir stichhaltig, doch gebe ich ohne weiteres zu, daf die 
Frage durch die Untersuchungen Seos noch nicht endgiiltig entschieden 
ist. Damals war das Verhalten kolloidaler Lésungen noch nicht so be- 
kannt, wie heutzutage, und ich halte es auch nicht fiir ausgeschlossen, 
daf’ es sich bei jenen Beobachtungen doch vielleicht nur um einen 
kolloiden Zustand der Harnsdéure gehandelt haben kénnte, wie sie z. B. 
Schade und Boden') neuerdings annehmen, um Lésungen, bei denen 
die Nucleinsdéure vielleicht nur die Rolle eines «<Schutzkolloids> ge- 
spielt hatte. 

Aber es miissen diese Verhaltnisse noch genauer gepriift werden. 
Und es kann heute auch die Fragestellung genauer prazisiert werden, 
nachdem in den letzten Jahren unsere Kenntnisse in bezug auf die 
Konstitution der Nucleinséure so grofe Fortschritte gemacht haben. Mit 
Versuchen in dieser Richtung beschaftigt sich zurzeit an meiner Klinik 
mein Assistent, Dr. Severin, und ich hoffe, dafi die Resultate seiner 
Versuche, tiber die er demnichst berichten wird, zur Klarung der Frage 
beitragen werden. Einstweilen méchte ich mich darauf beschranken, 
hervorzuheben, dafi ich wohl berechtigt war, zu sagen,*) daf} «meine 
friiher ausgesprochene Hypothese sich ziemlich mit den Anschauungen 
deckt, die vor kurzem Dohrn entwickelt hat, und dafi diese Hypothese 
noch keineswegs erwiesen, aber auch noch nicht widerlegt und vielleicht 
einer Priifung zugingig ist». 





') Diese Zeitschrift, Bd, 83, S. 347, 1913; Bd. 86, S. 238, 1913. 
*) Medizinische Klinik, 1913, Nr. 20. 














Weitere Mitteilungen Gber die Proteine der Fischspermien. 
‘* Von 
A. Kossel.') 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Die Untersuchung des Zellkerns hat gelehrt, daB der 
chemische Aufbau dieses Organs nicht immer der gleiche ist. 
Im Laufe der Entwicklung kénnen bei gewissen Kerngebilden 
chemische Umwandlungen eintreten, welche darin bestehen, 
daf die Monoamidosauregruppen aus den Kernproteinen teil- 
weise verschwinden. Dadurch wird bewirkt, da8 der relative 
Gehalt an basischen Bausteinen (Arginin, Histidin, Lysin) in 
den Kernproteinen zunimmt und daf somit auch das ganze 
Protein basische Eigenschaften erhilt. Gleichzeitig mit dieser 
Verinderung des Proteins wird aber auch die Bindungsform 
zwischen dem Nucleinsdéureanteil und dem Proteinanteil eine 
andere. In dem Kern der urspriinglichen Zelle, in deren Protein 
diese chemische Umbildung noch nicht vorhanden ist, ist eine 
feste, durch verdiinnte Séuren bei gewoéhnlicher Temperatur 
nicht losbare Vereinigung zwischen der Nucleinséiure und dem 
Protein vorhanden. In denjenigen Kernen jedoch, deren Protein 
einen basischen Charakter angenommen hat, ist die Vereinigung 
zwischen der Nucleinséure und dem Protein eine «salzartige>. 
In den Kernen der letzteren Art kann das basische Protein 
schon durch verdiinnte Mineralséuren bei gewohnlicher Tem- 
peratur von der Nucleinsdure abgetrennt werden. 

Wir haben also, wie ich bereits friiher hervorgehoben 
habe,?) je nach der Bindungsweise zwischen der Nucleinsaure 





‘) Vorlaufig mitgeteilt in den Sitzungsberichten der Heidelberger 
Akademie der Wissenschaften am 19. Juni 1913. 

*) Archiv fiir Anatomie und Physiologie, Physiologische Abteilung, 
Jahrg. 1894, S. 199. 
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und dem Protein zwei verschiedene Formen der Kernsubstanz 
zu unterscheiden und ich habe fiir dieselben die Bezeichnung 
«dissoziierte» und «nicht dissoziierte» Kerne benutzt.') 

In den Organen der Tiere finden sich beide Formen. 
Typische Beispiele fiir die dissoziierte Kernsubstanz bieten sich 
in den roten Blutkérperchen des Vogelblutes, in den Kernen 
der Thymusdriise und des adenoiden Gewebes. Aus diesen 
Kernen wird durch verdiinnte Salzséure ein basischer Protein- 
stoff losgelist. Hingegen habe ich in vielen anderen Geweben, 
z. B. in den Testikeln der Siéugetiere — soweit meine Unter- 
suchungen reichen — nur die nicht dissoziierten Kerne vor- 
gefunden. Im Pflanzenreich habe ich bisher tiberhaupt keine 
basischen Proteine, also auch keine dissoziierten Zellkerne 
beobachtet. 

Die Umwandlung, welche mit dieser Verdnderung der 
Bindungsweise zwischen Nucleinséure und Protein Hand in 
Hand geht, kann verschiedene Grade erreichen. Als den Anfang 
in dieser Reihe der Umwandlungsprodukte des urspiinglichen 
Proteins kinnen wir eine Gruppe von Proteinstoffen betrachten, 
deren ersten Reprasentanten ich in den roten Blutkérperchen 
des Vogelbluts vorgefunden und mit dem Namen «Histon» 
bezeichnet habe, spiter hat sich eine weite Verbreitung dieser 
Proteine im Tierreiche ergeben. Im Histon ist die Anzahl der 
Monoamidosiuren relativ verringert, zugleich sind freie Amido- 
gruppen nachweisbar, welche eine basische Reaktion des ganzen 
Molekiils bedingen. 

Am weitesten vorgeschritten ist diese Umwandlung in 
denjenigen Proteinen, welche der Salmingruppe angehéren 
(Salmin, Clupein, Scombrin, Esocin usw.). Nun ist die Salmin- 
gruppe mit der Gruppe der Histone durch eine Reihe von 
Zwischengliedern verbunden, welche sich durch eine grofere 
Mannigfaltigkeit ihrer Bausteine von den Salmink6érpern unter- 
scheiden, ohne jedoch den komplizierten Bau der Histone zu 
erreichen. Solche sind das Sturin, Percin, Cyclopterin u. a. 

Die Aufklirung der Konstitution dieser einfachsten Pro- 
teine ist selbstverstiindlich von prinzipieller Bedeutung fur die 


‘) The Harvey Lectures, Philadelphia and Newyork, 1911, S. 50. 
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EiweiBchemie, neben den chemischen Erwigungen erheben 
sich aber auch biologische Fragen von allgemeinerem Inter- 
esse. Zunichst die Frage nach der physiologischen Bedeutung 
der eben erwihnten Umwandlung der Kernproteine, die mit 
dem dissoziierten Zustand der Chromosomenmasse verbunden 
ist. Es ist bisher nicht mdglich gewesen, irgend eine physio- 
logische Funktion zu bezeichnen, welche an den dissoziierten 
Zustand des Kerns gekniipft ist. Im Gegenteil findet man bei 
Organen von derselben Funktion bei der einen Tierklasse 
dissoziierte, bei der anderen nicht dissoziierte Kerne. Ein Bei- 
spiel hierfiir bietet sich in den Spermien. Diese enthalten bei 
den Saugetieren und Vogeln undissoziierte Kerne, bei den 
Fischen hingegen zeigen sie weitestgehende Umwandlung zu 
dissoziierten Kernen, namlich die Bildung der Protamine. Quanti- 
tativ gering ist die Umwandlung in den Spermien des Frosches, 
in denen sich nur eine relativ geringe Menge Histon nachweisen 
laBt, bei gewissen Wirbellosen, z. B. bei Echinoiden tritt der 
dissoziierte Zustand der Spermienkerne sehr deutlich hervor. 

Eine zweite Frage kniipft sich an die genaueren chemischen 
Untersuchungen iiber die in den Spermienproteinen enthaltenen 
Bausteine. Am besten bekannt sind die Stoffe, welche in den 
Spermienképfen der Fische auftreten. Nachdem es mir ge- 
lungen war, Methoden fiir die Analyse der Protamine auszu- 
bilden, habe ich eine bedeutende Mannigfaltigkeit chemischer 
Formen auch auf diesem beschriinkten Gebiet nachweisen 
kénnen und es hat sich auf diese Weise die Méglichkeit er- 
geben, die Spezieseigentiimlichkeiten bis in die Chromosomen- 
masse zu verfolgen. Diese Moglichkeit ergibt aber Angriffs- 
punkte fiir chemische Untersuchungen, die mit dem Vererbungs- 
problem in Zusammenhang stehen. 

Wir k6énnen heute noch nicht entscheiden, welche Eigen- 
timlichkeiten oder welche besonderen Kriifte der Geschlechts- 
zellen die Entwicklung des Keims bestimmen und die Uber- 
tragung der Spezies- oder Familieneigentiimlichkeiten vermitteln. 
Wir wissen nicht, wie groB der Anteil chemischer Verhiiltnisse, 
etwa der chemischen Struktur der Geschlechtszellen an diesen 


Funktionen ist. Ubt die chemische Struktur einen Einfluf aus, 
12* 
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indem sie die «Assimilation», d. h. die Bildung gleichartiger 
Koérpersubstanz auf einem uns noch unbekannten Wege ver- 
mittelt? Oder wirkt sie in ahnlicher Weise bestimmend auf 
die Entwicklungsrichtung, wie die Hormone aus Schilddrtise oder 
Hirnanhang, welche die Entwicklung und das Ebenmaf der 
Gewebe in einem jungen wachsenden Organismus beeinflussen ? 

Mag man nun die Bedeutung der chemischen Verhiltnisse 
fiir die Probleme der Befruchtung und Vererbung hoher oder 
geringer anschlagen, so ist es doch nicht zweifelhaft, daB hier 
Fragen von allgemeinem Interesse vorliegen. Sind die Proteine 
in den Spermienképfen verschiedener Spezies oder Familien 
nachweisbar verschieden? Kommt den Tieren von 4hnlicher 
morphologischer Organisation, also von naher Verwandtschaft, 
auch eine ihnliche chemische Beschaffenheit ihrer Geschlechts- 
zellen zu? Diese Fragen sind fir die folgenden Untersuchungen 
bestimmend gewesen, die bisher auf 19 Arten von Fischen und 
zwar auf 17 Teleostier ausgedehnt worden sind. 

Die Vergleichung hat bisher einen ohne weiteres ver- 
stindlichen Zusammenhang zwischen der chemischen Konsti- 
tution der Spermien und der Stellung des betreffenden Fisches 
im zoologischen System nicht ergeben. Wir finden z. B. die 
Histone, welche in ihrer Konstitution den urspriinglichen Pro- 
teinen niiher stehen, sowohl bei Teleostiern wie bei Plagio- 
stomen. Anderseits verliiuft bei Cyprinus die Umformung der 
Proteine bei der Bildung der Spermien in einer Richtung, die 
bisher ohne Analogie ist, wahrend die chemischen Verhiltnisse 
in den Spermienképfen von Scomber sich eng an die bei Sal- 
moniden, ferner bei Esox und Clupea gefundenen Verhiltnisse 
anschlieBen. In manchen Familien sind die Spezies durch scharfe 
Unterschiede getrennt, z. B. Scomber scomber (tyrosinfrei) und 
Thynnus thynnus (tyrosinhaltig), in anderen Familien finden 
sich Spezies, die das gleiche Protamin in ihren Spermien ent- 
halten. Dies letztere ist z. B. bei zwei Salmoniden, dem Rhein- 
lachs, Salmo Salar, und einem californischen Salmoniden, Onco- 
rhynchus Tschawytscha, der Fall. Auch bei anderen Familien, 
z. B. den Perciden, scheint das gleiche vorzukommen, doch 
ist bisher nur bei den oben erwihnten beiden Salmoniden die 
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Untersuchung so eingehend durchgefiihrt worden, daf nach 
dem heutigen Standpunkte der analytischen Methodik eine Iden- 
titit der in den beiden Spezies auftretenden Protamine be- 
hauptet werden kann. Wahrend wir bei der Vergleichung mit 
dem zoologischen System auf einzelne Verhiiltnisse stoben, 
welche uns unverstindlich sind, hat sich anderseits eine uner- 
wartete Gesetzmabigkeit im chemischen Aufbau mehrerer aus 
verschiedenen Unterklassen und Familien der Fische entstam- 
menden Protamine ergeben, welche weiter unten ausfiihrlicher 
besprochen wird. 

Bisher war es nicht mdglich, alle Bausteine der Protamine 
qualitativ und quantitativ festzustellen. Wegen der Schwierig- 
keit der Beschaffung gentigender Materialmengen ist die Unter- 
suchung im wesentlichen auf die leichter bestimmbaren basischen 
Bausteine beschrainkt worden. Einige Angaben iiber die Mono- 
amidosiuren der neu untersuchten Protamine finden sich in 
der folgenden Mitteilung von A. Kossel und F. Edlbacher. 

Wiahrend bei einzelnen Spezies, z. B. beim Rheinlachs, 
die Umwandlung der Proteine beim Reifen der Testikel in der 
Weise erfolgt, daf nur ein einzelnes, scharf definiertes Produkt 
(Salmin) gebildet wird, entstehen bei anderen Fischen zwei 
oder vielleicht sogar mehrere basische Produkte nebeneinander. 
Dies ist z. B. beim Karpfen der Fall. Die vollige Trennung 
dieser in demselben Sperma nebeneinander entstehenden Prot- 
amine gelingt nicht immer, und es bleibt daher oft eine Un- 
sicherheit dariiber, ob die Protamine wirklich chemische Indi- 
viduen sind. So wichtig die Entscheidung dieser Frage auch 
vom chemischen Standpunkt aus ist, so ist sie doch fiir manche 
biologische Betrachtungen erst von sekundiérer Bedeutung. Fiir 
die Beurteilung der Spezieseigentiimlichkeiten ist das Vorhan- 
densein und die Menge der verschiedenen Proteinbausteine die 
Hauptsache, — erst in zweiter Linie steht die Frage, ob diese 
Bausteine zu einem oder zu mehreren grédferen Verbiinden 
zusammengefabt sind. 

In der letzten Zeit ist es mir méglich gewesen, die Ana- 
iysen auf eine Reihe von bisher nicht untersuchten Spezies 
auszudehnen. Durch die bereitwillige Hilfe des Bureau of 








168 A. Kossel, 


Fisheries in Washington und besonders durch die Freund- 
lichkeit des Herrn H. M. Smith daselbst habe ich die abge- 
strichene Milch von mehreren Perciden und Salmoniden zuge- 
sandt erhalten, und es ist mir eine angenehme Pflicht, auch 
an dieser Stelle meinen Dank fiir die auferordentlich wertvollen 
Sendungen auszusprechen. Ebenso danke ich den Herren Professor 
Benedicenti in Genua, Professor Pauly in Wirzburg, den 
Herren Penco in Isola piana, Professor Raffaele in Palermo, 
Dr. Sanzo in Messina und Professor A. E. Taylor in Phila- 
delphia fiir die freundlichst gewahrte Vermittlung und Hilfe 
bei der schwierigen Beschaffung des Materials. 


Perca flavescens!) («Yellow perch»). 
(Potomac river, Nord-Amerika.) 


Zu den Versuchen diente das Ende Marz entnommene 
Sperma, welches in 70°/oigem Alkohol konserviert war. Die Dar- 
stellung des Protamins, welches als «Percin» bezeichnet werden 
mag, war die friiher von mir beschriebene. Die Abscheidung 
des Percinsulfats als Ol gelang leicht, das Sulfat erwies sich 
als wenig léslich in kaltem Wasser. Die Ausbeute betrug 10 g. 

Das Percin gibt die gewodhnlichen Protaminreaktionen, 
keine Rotfarbung mit Millons Reagens, wohl aber einen roten 
Niederschlag mit Diazobenzolsulfosaure bei Gegenwart von 
Natriumearbonat. Aus diesem Verhalten mufte auf die Gegen- 
wart von Histidin geschlossen werden. Die Tryptophanreaktion 
nach Hopkins und Cole ist negativ, auch ist kein bleischwir- 
zender Schwefel vorhanden. Eine Bindung des Formols ist 
nicht nachweisbar, demnach gehoren die freien Amidogruppen 
dieses Proteins ausschlieBlich dem Arginin an.?) In Uberein- 
stimmung damit wurde durch die hydrolytische Spaltung die 
Abwesenheit des Lysins festgestellt. 

5 g Percinsulfat wurden nach den im hiesigen Labora- 
torium gebriuchlichen Methoden — die von F. Weiss aus- 





') Vom Bureau of Fisheries in Washington iibersandt. 
*) Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 457 (1912), Bd. 78, S. 402 


(1912), Bd. 81, S. 274 (1912). 
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fiihrlicher beschrieben sind!) — der Hydrolyse und quantita- 
tiven Untersuchung unterworfen. Bei der Spaltung des Percins 
mit wisseriger Schwefelsdure trat die Bildung von Huminstoffen, 
wie sie bei komplizierteren Proteinen beobachtet wird, nicht 
ein, die Reaktionsfliissigkeit blieb klar und war nur schwach 
gelblich. Auch fand keine Ammoniakabspaltung statt. Die 
quantitativen Verhiltnisse der Spaltungsprodukte ergeben sich 
aus folgender Zusammenstellung. 


Basenstickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 


Ammoniak 0 
Im Barytniederschlag zurtickgeblieben 1,7 
Durch Silbersulfat und Barythydrat fallbar 85,5 

Darin Histidin gefunden 5,6 

»  Arginin gefunden 78,1 

»  Lysin 0 


Im Filtrat des Silberniederschlags gefunden 9,8 
(Monoamidosaurestickstoff. ) 

Die quantitative Bestimmung des Arginins und Histidins 
wurde durch Kjeldahl-Bestimmung in den entsprechenden 
Fraktionen ausgefiihrt. Die Histidinfraktion gab den charak- 
teristischen Niederschlag mit Pikrolonsdure, die aus dem Nieder- 
schlag nach Entfernung der Pikrolonsiure wiedergewonnene 
Base gab die Paulysche Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure 
und die Knoopsche Bromreaktion, auch lieferte sie mit Salz- 
sdure ein gut krystallisierendes Salz. 

Die Analyse des Percins ergibt, dafi dieser Kérper der 
Reprasentant einer bisher nicht bekannten Klasse von Protaminen 
ist. Um so mehr ist es bemerkenswert, dai ich bei der fol- 
genden Spezies, die ebenfalls zu den Perciden gehort, ein 
Protamin vorfand, dessen Zusammensetzung innerhalb der ana- 
lytischen Fehlergrenzen mit dem Percin iibereinstimmte. 

Stizostedion vitreum («Pike perch»). ?) 
(Nord-Amerika.) 

Das im Mai entnommene Sperma war in Alkohol kon- 

serviert, die mit Alkohol und Ather erschipfte Spermamasse 





') F. Weiss, Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 108 (1907). 
*) Yom Bureau of Fisheries in Washington iibersandt. 
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wog nach dem Trocknen 89 g, sie wurde ebenso wie das vor- 
hergehende Praparat nach dem iiblichen Verfahren auf Protamin 
verarbeitet. Die Ausbeute betrug 2,5 g Protaminsulfat. Die 
Eigenschaften des Protamins stimmten genau mit denen des 
Percins iberein. Bei der Hydrolyse ergaben sich folgende Zahlen. 


Basenstickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 


Ammoniak 0 
Durch Silbersulfat und Barythydrat fallbar 85,2 
Darin Histidin gefunden 6,7 
»  Arginin > 76,3 
»  Lysin > 0 


Im Filtrat des Silberniederschlages gefunden 10,7 
(Monoamidosiurestickstoff) 

Die Ubereinstimmung dieser Analyse mit den bei der 
Untersuchung des Spermas von Perca flavescens gefundenen 
Zahlen ist eine derartige, daf es gerechtfertigt ist, die beiden 
Protamine bis auf weiteres mit dem gemeinsamen Namen 
Percin zu bezeichnen — man wird freilich die Mdglichkeit 
zugeben miissen, daf} weitere Untersuchungen noch Unter- 
schiede zwischen beiden aufdecken. 


Thynnus thynnus.’) 
(Thunfisch, Mittelmeer) 


Eine wertvolle Untersuchung tiber die basischen Bestand- 
teile des Spermas vom Thunfisch ist von Ul piani*) im Jahre 1902 
verOffentlicht worden. Ulpiani gewann den basischen Protein- 
stoff dieser Organe, indem er zunachst das durch Extraktion 
der Testikel gewonnene Sulfat durch Alkohol niederschlug, 
aus diesem durch Ammoniak die freie Base abschied und 
letztere zum Schluf wieder in das Sulfat tiberfiihrte. Dieses 
wurde dann in bekannter Weise durch Abscheidung aus der 
abgekiihlten wisserigen Losung gereinigt. 

Das so gewonnene Sulfat gab Biuretreaktion und Mil- 
lonsche Reaktion, in neutraler Lésung Fallungen mit den 
Alkalisalzen der Phosphorwolframsaure, Ferrocyanwasserstofi- 


‘) Von Herrn Professor Dr. Raffaele und Herrn Penco iibersandt. 
*) Gazzetta chimica italiana, Jahrgang 32, Bd. 2, S. 215, 1902. 
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siiure, Pikrinsdéure und Chromsaure. Die Base gab ferner einen 
Niederschlag mit Witte-Pepton. Die Analysen wurden am Sul- 
fat, Carbonat, Molybdat und Wolframat ausgefiihrt und er- 
gaben die folgenden Formeln 

56H rgNogV(SO,)3, 4 H,O 

C56 gNo909(COS)3, 13 HO 


IH 


C56H, pNeg09(Mo,0,,),, 15 HO 
C55Hj94N903(Wo,0,) 

Die Hydrolyse und die Aufteilung der hydrolytischen 
Spaltungsprodukte wurde von Ulpiani nach dem 4lteren von 
mir angegebenen Verfahren ausgefiihrt und der Verfasser 
stellte auf diese Weise das Vorkommen des Arginins fest, an 
Stelle des Histidins war eine stickstoffreichere Base nach- 
weisbar. Lysin wurde nicht gefunden, statt dessen soll eine 
andere bisher nicht identifizierte Base vorkommen. UlIpiani 
zieht aus seinen Untersuchungen den Schluf, daf die aus den 
Thunfischspermien erhaltene Base zur Gruppe der Histone zu 
rechnen ist, wenn sie auch einige Abweichungen von dem 
Histontypus zeigt. 

In demselben Sinne spricht sich auch Dezani') aus, 
welcher einige Jahre spater die Thunfischtestikel anscheinend 
nach einem dhnlichen Verfahren verarbeitete. Dezani_ be- 
nutzte fiir die Trennung der basischen Spaltungsprodukte das 
spater von mir beschriebene Verfahren und fand Histidin, 
Arginin und Lysin. Dezani gab die Resultate seiner quan- 
titativen Bestimmungen folgendermafen an. 


Basen-Stickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs 
(nach Dezani): 


Ammoniak 6,79 
Histidin 3,86 
Arginin 37,02 
Lysin 2,7 


Auf Grund dieser letzteren Ergebnisse, besonders des 
niederen Argininstickstoffs mi&te der aus den Thunfischspermien 





) Giornale della R. Accademia di Medicina di Torino, Jahrgang 71, 
1908, S. 114. 
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gewonnene Korper in der Tat entsprechend der Ansicht von 
Ulpiani und Dezani zu den Histonen gerechnet werden. Das 
Vorkommen eines Histons in den reifen Spermienképfen eines 
Scombriden ohne gleichzeitiges Vorkommen eines Protamins 
wire aber sehr auffallend. Bringt doch ein anderes Mitglied 
der Familie der Scombriden, namlich Scomber scomber, die 
gewOhnliche Makrele, die einfachste Form eines Protamins, 
das Scombrin hervor. 


Ich habe das Thunfischsperma daher einer erneuten Unter- 
suchung unterworfen und diese hat das Vorkommen eines 
typischen Protamins in den Testikeln des Thunfisches ergeben. 
Daneben ist eine zweite Substanz vorhanden, deren Bearbeitung 
noch nicht abgeschlossen ist. Der letzterwahnte Korper be- 
sitzt eine schleimige Beschaffenheit und erschwert dadurch die 
Darstellung des Protamins, welche in der friiher beschriebenen 
Weise ausgefiihrt wurde. Die Filtration des durch Alkohol 
gefillten und durch Wasser gelésten Sulfats ging nur langsam 
vonstatten, hierbei blieb die schleimige Substanz grdéftenteils 
auf dem Filter zuriick. 

Beim Abkiihlen der wasserigen Losung des Sulfats schied 
sich zuniichst die schleimige Beimengung ab, sie wurde auf Grund 
ihrer geringeren Loslichkeit von dem typischen Protamin ge- 
trennt. Fiir letzteres schlage ich den Namen «Thynnin» vor. 

Ulpianis Beschreibung der Eigenschaften des von ihm 
dargestellten basischen Proteins fand ich im wesentlichen am 
Thynnin bestiatigt. Mein Praparat gab Biuretreaktion und in 
ammoniakalischer Fliissigkeit einen Niederschlag mit Witte- 
Pepton, auch die 6lige Abscheidung beim Abkiihlen der wisse- 
rigen Losung des Sulfats. Mit Diazobenzolsulfoséure trat die 
von Pauly beschriebene Rotfarbung ein. Bei der Hydrolyse 
erhielt ich das folgende Resultat: 


Prozente des Gesamtstickstoffs. 


Ammoniak 0 
Im Barytniederschlag zuriickgeblieben 7,3 
Histidinstickstoff 0 
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Argininstickstoff 79,5 
Lysinstickstoff 0 

Monoamidosaurestickstoff 11,0 
Darin Tyrosinstickstoff 0,6. 


Da Ulpianis Ergebnisse das Vorhandensein von mehreren 
basischen Stoffen in dem durch Silbersalze bei Gegenwart von 
Baryt fallbaren Anteil vermuten lieBen, habe ich das aus dem 
Silberniederschlag erhaltene Arginin auf seine Reinheit gepriift. 
Das Carbonat, welches nach dem Einengen sofort krystallisiert 
war und dessen Menge durch die Kjeldahl-Bestimmung fest- 
gestellt war, wurde in wenig Wasser geldst und mit Salpeter- 
siure schwach sauer gemacht. Die Lésung wurde genau auf 
50 cem aufgefiillt und im Polarisationsapparat untersucht. Sie 
enthielt 7,4°/o Argininnitrat und ergab eine Drehung von 
= + 0,70°. Hieraus berechnet sich [a], = -+ 9,4. Dies 


stimmt mit einer Feststellung von Gulewitsch!) tiberein, 
welcher fiir eine 10,2°/oige Loésung des Argininnitrats [a], 
a . 9,3 fand. 

Das Fehlen des Histidins unter den Spaltungsprodukten 
des Thynnins liefe sich mit Sicherheit durch die Paulysche 
Reaktion mit Diazobenzolsulfoséure feststellen. Der durch das 
Silberbarytverfahren fiallbare Anteil der hydrolytischen Spal- 
tungsprodukte gab diese Probe nicht. Ihr positiver Ausfall in 
dem urspriinglichen Thynnin ist daher ausschlieflich auf die 
Gegenwart des Tyrosins zu beziehen. 

Die vom Silberbarytniederschlag abfiltrierte Flissigkeit 
wurde nach der Entfernung von geringen Mengen iiberschiissigen 
Silbers eingedampft. Es schieden sich die typischen Krystalle 
des Tyrosins ab, welche auf gewogenem Filter gesammelt, 
getrocknet und gewogen wurden. Nach der Entfernung der 
Hauptmenge des Tyrosins konnte durch Phosphorwolframsaure 
bei Gegenwart von Schwefelsiéure noch eine sehr geringe 
Fallung hervorgerufen werden, in der jedoch kein Lysin nach- 
gewiesen werden konnte. Aus der vom Phosphorwolframsiure- 
niederschlag abfiltrierten Lésung wurde noch eine zweite 





') Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 190 (1899). 
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geringere Krystallisation von Tyrosin erhalten, deren Gewicht 
ebenfalls festgestellt wurde. Weitere Angaben iiber die Mono- 
amidosiuren aus Thynnin sind in der folgenden Mitteilung von 
A. Kossel und F. Edlbacher enthalten. 

Der Beweis fiir die Zugehorigkeit des Thynnins zur Pro- 
tamingruppe wird durch folgende Beobachtungen gegeben: 

1. Durch den hohen Prozentgehalt an Arginin (vgl. 
oben S. 173). 

2. Durch das Fehlen des Histidins und Lysins. Bisher 
ist kein histonaéhnlicher K6rper bekannt, welcher ausschlieflich 
Arginin als basischen Bestandteil enthilt. 

3. Durch die élartige Abscheidung des Thynninsulfats aus 
wiisseriger LOsung, welche bisher bei anderen Proteinen als 
bei Protaminen noch nicht beobachtet ist. 

4. Durch das Verhalten zu Pepsinsalzsiéiure. Wie ich 
friiher dargetan habe, wird Histon durch Pepsinsalzsdure in 
Histopepton iibergefiihrt, die Protamine jedoch bleiben un- 
angegriffen. Letztere bewahren daher nach der Pepsinwirkung 
ihre Fahigkeit, in ammoniakalischer Lésung mit Witte-Pepton 
einen Niederschlag zu geben im Gegensatz zu den Histonen, 
welche diese Eigenschaft verlieren. Eine Ausnahme von dieser 
Regel habe ich nur bei zwei Selachiern (Centrophorus und 
Hexanchus) gefunden. Die aus ihren Testikeln erhaltenen 
Histone bewahren auch nach der Einwirkung der Pepsinsalz- 
siure ihre Fihigkeit Witte-Pepton zu fallen. 

Fiir die Untersuchung dieses Verhaltens wurde 0,25 g 
Thynninsulfat in 30 ccm einer gut wirksamen Pepsinsalzsaure 
gelést. Gleichzeitig wurde zur Kontrolle 0,25 g Histon aus Dorsch- 
testikeln mit der gleichen Menge Pepsinsalzsaure versetzt. Beide 
Lésungen wurden bei Briitofentemperatur digeriert, nach 4 Tagen 
mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit einer ammoniakalischen 
Loésung von Witte-Pepton versetzt. Die Lésung des Thynnins 
gab einen kriiftigen Niederschlag, die des Dorschhistons blieb 
unverandert, letztere war also unter Peptonbildung umgewandelt 
worden, das Thynnin war unangegriffen. 

Wenn nun auch das Thynnin zu den Protaminen zu 
rechnen ist und somit den basischen Protaminen in den Sperma- 
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képfen der tibrigen Scombriden naher geriickt ist, so ist doch 
durch das Vorkommen des Tyrosins im Thynnin ein Unterschied 
gegeniber dem Scombrin vorhanden. Wahrscheinlich sind auch 
die quantitativen Verhdltnisse des Arginins verschiedene. 


Pelamys Sarda (Mittelmeer).') 


Die Untersuchung der Testikel dieses Scombriden konnte 
nur in sehr unvollkommener Weise ausgefiihrt werden, da die 
Menge des mir zu Gebote stehenden Materials eine geringe 
war. Immerhin zeigte sich, daf aus den Testikeln dieser Spezies 
ein Protamin zu gewinnen ist, welches dem Thynnin mindestens 
sehr fhnlich ist. Dasselbe bewahrt auch nach mebhrtiigiger 
Einwirkung von Pepsinsalzsiiure seine Fahigkeit, in ammoniaka- 
lischer Lésung Witte-Pepton zu fiillen, gibt die Millonsche 
Reaktion und die Biuretreaktion und enthalt kein Histidin. 

Fiir die Aufsuchung des Histidins bediente ich mich des 
Verfahrens von Pauly-Inouye.?) Dasselbe beruht auf fol- 
gendem Prinzip: Sowohl Tyrosin wie Histidin geben mit Diazo- 
benzolsulfoséure in alkalischer Lésung einen roten Farbstoff. 
Das Tyrosin wird nun durch die Einwirkung von Benzoylchlorid 
in der Weise veridndert, dafB die Kuppelung mit Diazobenzol- 
sulfoséure ausbleibt. Beim freien Histidin ist dies nicht 
der Fall. 

Fiir diese Priifung wurden 0,05 g des aus Pelamys ge- 
wonnenen Protamins 6 Stunden mit konzentrierter Salzsiiure 
gekocht, die Salzsiure auf dem Wasserbade verdunstet, der 
Riickstand in Wasser gelést, mit Bleioxyd erwirmt, nach dem 
Abkiihlen mit Natriumearbonat versetzt, filtriert und das Filtrat 
in zwei gleiche Teile geteilt. 

Der eine Teil wurde mit 10 Tropfen Benzoylchlorid bis 
zum Verschwinden des Benzoylchlorids geschiittelt und sodann 
in sodaalkalischer Lésung mit Diazobenzolsulfosiure versetzt. 
Es entstand keine Rotfiirbung, Histidin ist also nicht vorhanden. 
Der zweite Teil wurde ohne vorherige Einwirkung des Benzoyl- 





‘) Von der zoologischen Station in Neapel zugesandt. 
*) Cf. Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 79 (1912). 
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chlorids mit Diazobenzolsulfosiure versetzt. In diesem Falle 
trat die Rotfarbung ein, wie nach dem positiven Ausfall der 
Millonschen Reaktion zu erwarten war. 


Xiphias gladius (Schwertfisch). 
(Mittelmeer.) *) 


Aus den im August gesammelten Testikeln wurde ein 
dem Thynnin sehr dhnliches Protamin gewonnen. Das Ver- 
fahren war das von mir allgemein benutzte; eine schleimige 
Substanz, wie sie bei der Verarbeitung der Thunfischtestikel 
auftrat, war in diesem Falle nicht bemerkbar. 

Das Protaminsulfat wurde als O] abgeschieden, gab die 
Millonsche Reaktion und die Biuretreaktion. 0,1 g des Sulfats 
wurde zwei Tage mit kréftig wirkender Pepsinsalzséure im 
Briitofen digeriert, ohne die Fiallbarkeit durch Witte-Pepton zu 
verlieren. Die Hydrolyse wurde in bekannter Weise mit zwei 
Gramm des Protamins ausgefiihrt und ergab die folgenden Werte: 


Prozente des Gesamtstickstoffs. 


Ammoniakstickstoff 0 
Histidinstickstoff 0 
Argininstickstoff 81,5 
Lysinstickstoff 0 
Monoamidosaurestickstoff (gefunden) 14,0 


Unter den Monoamidoséuren war Tyrosin nachweisbar. 


Oncorhynchus Tshawytscha («Chinook» 


oder «Quinnat salmon»). 
(Sacramento river, Californien.)?) 


Die chemischen Verhialtnisse im Sperma dieses Salmo- 


1) Von Herrn Dr. Sanzo in Messina iibersandt. 

*) Die hier mitgeteilten Untersuchungen wurden an dem vom 
Bureau of Fisheries in Washington tbersandten Material ausgefiihrt. Aufer- 
dem wurde mir durch die Freundlichkeit des Herrn A. E. Taylor weiteres 
Ausgangsmaterial iibermittelt. 
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niden sind von A. E. Taylor!) eingehend untersucht worden. 
Hierbei bediente sich Taylor zur Darstellung des Protamins 
und zur quantitativen Bestimmung des Arginins im wesentlichen 
derjenigen Methoden, welche ich friiher bei anderen Salmoniden 
angewandt hatte, und gelangte zu Ergebnissen, welche mit den 
von mir beim Rheinlachs gewonnenen anscheinend tiberein- 
stimmen. Auch fand Taylor bei diesem Fisch dieselben Mono- 
amidosduren, welche Dakin und ich?) bei einer gemeinschaft- 
lich ausgefiihrten Untersuchung des Salmins festgestellt hatten, 
namlich Amidovaleriansdure, Serin und Prolin. Eine vollstindige 
Vergleichung der von Taylor gefundenen Zahlen mit unseren 
friiheren Analysen 1laBt sich leider nicht durchfiihren, da der 
Stickstoffgehalt des von Taylor aus Oncorhynchus gewonnenen 
Protamins nicht bekannt ist. 

Ich habe das ‘aus abgesondertem Sperma dieses Fisches 
erhaltene Protamin von neuem dargestellt und analysiert. 
Hierbei war in den Reaktionen keine Abweichung des Onco- 
rhynchus-Protamins vom Lachs-Protamin bemerkbar, speziell 
sei erwahnt, daf das Oncorhynchus-Protamin durch Pepsin- 
salzsiure nicht angreifbar war. Nach einigen Untersuchungen, 
welche Herr Dr. Gawrilow im hiesigen Institut angestellt 
hat, ist auch die spezifische Drehung der beiden Protamine 
die gleiche. 

Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurde luft- 
trockenes Protaminsulfat von bekanntem Stickstoffgehalt in 
Wasser gelést. Man vermeidet auf diese Weise die Unsicher- 
heit, welche durch die mehr oder minder weitgehende Aus- 
treibung des Hydratwassers beim Trocknen bedingt wird. Fiir 
die Vergleichung der verschiedenen Protamine geniigt es, die 
spezifische Drehung statt auf das Gewicht des Protaminsulfats 
auf das Gewicht des im Protaminsulfat enthaltenen Stickstoffs 
zu berechnen. In diesen Fallen ergaben sich die in der fol- 
genden Tabelle enthaltenen Werte: 





') A. E. Taylor, The Journal of biological chemistry, Vol. 3, 


p. 389 (1908—1909). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 311 und 565 (1903—1904); Bd. 41, 


S. 407 (1904). 
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. Gewicht der| | (ap 
Bezeichnung der untersuchten | jn 1 cem | | ‘ fiir 
| a 
Substanz enthaltenen  j in dm | | Stick- 
| Substanz | | stoff 





| 

Protaminsulfat aus Oncorhynchus 0,0494 | 2 | 38° — 5,85, — 273 
Dasselbe in 21°Jo Schwefelsiure | 0,0247 4 | 21° |— 6,00 — 280 
Protaminsulfat aus Rheinlachs .| 0,0521 | 2 | 39° 620 — 273 
Dasselbe in 21°Jo Schwefelsiure | 0,0261 | 4 | 21° —6,52)—287 

Diese Zahlen lassen keinen fiir unsere Betrachtungen 
mafigebenden Unterschied im Drehungsvermégen der beiden 
Protamine erkennen. 

Auch die bei der Hydrolyse fiir das Arginin erhaltenen 
Werte waren in beiden Fallen die gleichen. Das aus Onco- 
rhynchus gewonnene Salmin enthielt 86,2°/o des gesamten 
Stickstoffs in Form von Arginin, waéhrend beim Salmin des 
Rheinlachses friiher 87,8 °/o gefunden worden ist. Die im Filtrat 
des Silberbarytniederschlages enthaltene Stickstoffmenge betrug 
4°%9 des Gesamten. A. E. Taylor fiihrte in diesem Teil eine 
Bestimmung der verschiedenen Monoamidosiiuren aus, deren 
Ergebnis aus der folgenden Zusammenstellung zu ersehen ist. 





Gewichtsprozente des Salmins. 


Salmin aus Oncorhynchus Salmin aus Rheinlachs 
(A. E. Taylor, 1908) (A. Kossel und H. D. Dakin, 1904) 
Arginin 91,73 87,4 
Serin 8,70 7,8 
Valin 5,35 4,3 
Prolin 10,83 11,0 


Aufer den Formeln fiir das Salmin, welche A. Kossel und 
H. D. Dakin diskutiert haben,') zieht Taylor noch eine andere in 
Betracht. Taylor nimmt namlich eine Zusammensetzung aus 12 Mol. 
Arginin, 3 Mol. Serin, 1 Mol. Valin und 2 Mol. Prolin an. Unter der 
Voraussetzung, daf\ je zwei Bausteine des Salminmolekils unter Austritt 
von H,O zusammentreten, wiirde sich hieraus die Formel C,,H,,,N,,0.2 
ergeben und diese Formel wire auch mit den Analysen von Goto®) in 
Ubereinstimmung zu bringen. Hingegen zieht Taylor eine Formel vor, 
welche 10 Wasserstoffatome mehr und 10 Wassermolekiile weniger ent- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 414 (1904). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 94 (1902). 
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halt, und demgemaf ist auch der von ihm berechnete Wert fiir Arginin 
sehr hoch. Ich kann die von ihm S. 395 der zitierten Abhandlung dis- 
kutierte Formel C,,H,,,N,,0,, nicht fiir hinreichend begriindet halten. 
Fiir eine weitergehende Erérterung der Mengenverhiltnisse, in welchen 
die Bausteine zusammengesetzt sind, ist das bis jetzt vorliegende Material 
immer noch nicht ausreichend. 
Coregonus albus («whitefish»). 
(Nord-Amerika.) !) 

Das abgelaichte Sperma wurde nach dem itiblichen Ver- 
fahren mit siedendem Alkohol und sodann mit Ather extrahiert, 
die getrocknete Masse mit 1°/oiger Schwefelsiiure ausge- 
schiittelt, die schwefelsaure Liésung mit Alkohol gefallt und 
der Niederschlag in heifem Wasser gelist. Auf die Reinigung 
durch Abscheidung des Sulfats als Ol verzichtete ich der ge- 
ringen Substanzmenge halber, doch wurde die Fillung als 
Pikrat vorgenommen. 

Die Hydrolyse lieferte folgende Werte: 
Basenstickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 


Ammoniak 0 
Histidin 0 
Arginin 87,3 
Lysin 0 


Monoamidosdurestickstoff, gefunden 9,4 


Salvelinus (Cristovomer) Namaycush («lake trout»). 
(Nord-Amerika).') 

Das abgestrichene, mit siedendem Alkohol und Ather 
extrahierte Sperma wurde in der tiblichen Weise mit ver- 
diinnter Schwefelsiure ausgeschiittelt, die schwefelsaure Li- 
sung mit Alkohol gefallt und der Niederschlag in mdglichst 
wenig Wasser gelist. Die Abscheidung des Ols aus dieser 
Lésung gelang auf Zusatz von Ather nur bei starker Abkih- 
lung und in unvollkommener Weise. Ebenso wie das Sulfat 
war auch das Pikrat — oder wenigstens die Hauptmasse des 
Pikrats — leichter léslich, als dies bei den meisten Prota- 
minen der Fall ist. Auf Zusatz von Natriumpikrat entstand in 
der wiasserigen Lisung des als Ol abgeschiedenen Sulfats zu- 
nichst ein gut filtrierbarer Niederschlag (A), bei weiterem Zu- 


‘) Vom Bureau of Fisheries in Washington iibersandt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIIL. 13 
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satz eine schleimige Fraktion, die nur durch groBen Uberschub 
von Pikrinsiiure ausgefallt werden konnte (B), ein dritter Teil 
(C) war auch durch grofen Uberschu8 von Pikrinsiure nicht 
fillbar. Ebenso verhielt sich der leichter lésliche Teil des 
Sulfats, welcher nicht als Ol abgeschieden war. Derselbe lieb 
sich auch einen durch Natriumpikrat fallbaren (D) und einen 
nicht fillbaren Teil (E) trennen. 

Die Fraktion A verhielt sich beziiglich der Léslichkeit 
und der Reaktionen dem Salmin dahnlich, sie ist im folgenden 
als «Salvelin» bezeichnet worden. Zum Vergleich wurden 
zwei der leichter léslichen Fraktionen vereinigt und ebenfalls 
analysiert. Diese Fraktionen enthielten einige Verunreinigungen, 
welche vermutlich als die Ursache der quantitativen Abweichungen 
anzusehen sind. 

Basenstickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 
Salvelin Fraktion C-+-E 


Ammoniak 0 0 
Histidin 0 01) 
Arginin 88,9 83,5 
Lysin 0 0 
Monoamidosiiurestickstoff, gefunden pm | 6,7 


Nach den Bestimmungen des Herrn Dr. Gawrilow weicht 
das Salvelin in seinem Drehungsvermogen sehr bedeutend von 
allen bisher untersuchten Protaminen ab. Seine spezifische 
Drehung betragt: fiir das lufttrockene Salvelinsulfat mit einem 
Stickstoffgehalt von 20,97°/o (a)p = —218,9. Hiernach wiirde 
(a)p fiir den Salvelinstickstoff = — 1045 sein. 


Esox lucius (Hecht). 


Der basische Proteinstoff aus den Spermien des Hechtes 
wurde zuerst?) von Herrn Dr. A. Hunter im hiesigen Labo- 


‘) Histidin war nicht nachweisbar, doch war in der Silberbaryt- 
fallung der Fraktion C + E eine organische Substanz enthalten, deren 
Silbersalz ihnliche Léslichkeitsverhiltnisse zeigte wie Histidin. Der Stick- 
stoffgehalt dieser Beimengung betrug 2,7°/o des Gesamtstickstoffs. Der 
Argininstickstoff ist nach Abzug dieser Verunreinigung berechnet worden. 

*) Kurajeff erwahnt zwar (Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 197), dah 
er aus Hechttestikeln ein Protamin erhalten habe, macht indes keine 
Angaben, welche einen solchen Befund erweisen. 
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ratorium dargestellt und auf seine Reaktionen gepriift. Es 
ergab sich hieraus, daB ein Protamin vorlag, dessen Sulfat 
als Ol abgeschieden werden konnte. Dasselbe gab die Biuret- 
reaktion und keine Rotfarbung mit Millons Reagens. Es wird 
von Pepsin nicht angegriffen und gehort offenbar der Salmin- 
gruppe an. Eine genauere Untersuchung war jedoch erst még- 
lich, nachdem ich durch die Freundlichkeit des Herrn Professor 
Dr. Pauly in Wirzburg eine etwas griéfere Menge des Aus- 
gangsmaterials erhalten hatte. 

Das Protamin, welches ich als Esocin bezeichne, wurde 
nach dem iiblichen Verfahren dargestellt. Herr Dr. Gawrilow 
untersuchte die spezifische Drehung eines Priiparates von Esocin- 
sulfat, welches einen Stickstoffgehalt von 21,06 besaB, und fand 
(a)p == — 68,9. Berechnet man diese Zahl auf den Stickstoff 
des Esocins, so erhalt man (a)p = — 327. Die spezifische 
Drehung ist etwas grOdfer, als die des Salmins; ein sicheres 
Urteil tiber die Identitét von Salmin und Esocin ist hiernach 
noch nicht ‘abzugeben. 

Zur Argininbestimmung wurden 5 g Esocinsulfat durch 
Kochen mit Schwefelsiure in bekannter Weise zerlegt. Es 
ergab sich folgendes : 


Prozente des Gesamtstickstoffs. 


Ammoniakstickstoff 0 
Histidinstickstoff i) 
Argininstickstoff 86,3 
Lysinstickstoff 0 
Monoamidostickstoff, gefunden 11,3 


Der Argininstickstoff stimmt mit dem der Salmingruppe 
liberein. 


Allgemeine Ergebnisse. 


Uberblickt man die chemischen Verhiiltnisse, welche sich bei 
der Umformung der urspriinglichen Kernproteinezu den Protaminen 
in den Spermien der verschiedenen Fischspezies herausbilden, so 
bemerkt man, da8 sich aus der Reihe der verschiedenartigen che- 


13* 
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mischen Entwicklungsprodukte gewisse Molekiilgruppierungen 
herausheben, welche bei einer griBeren Zahl der bisher unter- 
suchten Protamine vorkommen. Das Gemeinsame dieser Bildungen 
besteht darin, da bei ihnen auf je drei Bausteine zwei basische 
Aquivalente entfallen. Zum Beispiel bilden sich bei der Hydro- 
lyse des Salmins annéhernd auf zwei Molekiile Arginin je ein 
Molekiil einer Monoamidosaure. Diese Eigentiimlichkeit ist von 
mir und H. Pringle*) bereits friher fiir Salmin und Clupein 
hervorgehoben, meine neueren Untersuchungen zeigen, dab sie 
noch bei vielen anderen Protaminen vorkommt. Es ergibt sich 
dies aus der folgenden Zusammenstellung. Selbstverstandlich 
bleibt infolge der Unvollkommenheit unserer Methodik eine 
gewisse Unsicherheit in der Berechnung der Zahlen, besonders 
beziiglich der Monoamidosiuren. So sind vielleicht die ab- 
weichenden Ergebnisse bei den Protaminen aus Salvelinus und 
aus Xiphias zu erklaren. 





Molekularverhaltnis des Arginins zu den gesamten Bau- 
steinen der Protamine. 











Gesamt- | 
Herkunft des Protamins Arginin) zahl der | Literaturnachweis 
| \Bausteine! 
Salmo Salar. . . | 2 2,89 )A. Kossel und F, Kutscher, , 
, | '’Diese Zeitschr., Bd. 31, 5S. 181; 
Salmo Salar. . na 2 2,82 Ja. Kossel und H. D. Dakin, 


| 
| 
| 
| | ebenda, Bd. 41, S. 143. 
Oncorhynchus Tscha- | | | 





wytscha . | 2 2,8 | 
Coregonus albus | 2 | 2,86 | ; 
Clupea Harengus 2 | 3,09 | Siehe A. Kossel undH. Pringle, ; 
Seomber scomber . 2 | 2.96 ‘J Diese Zeitschr., Bd. 49, S. 302. 
Thynnus thynnus 2 | 31 | N i 
Esox lucius . | 2 | 8,05. | : 
Salvelinus Namaycush | 2 | 2,64 | : 
Xiphias gladius . | 2 | 84 | i 
‘) A.Kossel und H. Pringle, Diese Zeitschr., Bd. 49, S. 301 (1906). ' 
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Bei der quantitativen Untersuchung der hydrolytischen Spaltungs- 
produkte wurde der Stickstoff des durch das Silberbarytverfahren oder 
durch Phosphorwolframsaure nicht fallbaren Anteils als Monoamidosiiure- 
stickstoff in die Berechnung eingefihrt. Die auf diese Weise erhaltenen 
Zahlen sind etwas zu niedrig, da ein Teil der stickstoffhaltigen Substanzen 
durch Nebenreaktionen verloren geht oder in den Niederschligen stecken 
bleibt. Wirde man die samtlichen Verluste den Monoamidosiuren zu- 
rechnen, so wiirden diese etwas zu hoch ausfallen. Die letztere Berech- 
nungsweise ist bei den kursiv gedruckten Zahlen des Clupeins und des 
Sturins (s. unten) angewandt worden. Beim Sturin (aus Accipenser Sturio) 
bedeutet also 2,72 einen Minimalwert, 3,28 einen Maximalwert. 

Es ergibt sich also, daB zwei Drittel der Bausteine dieser 
Protamine aus Arginin bestehen. Dieser Befund ist um so 
mehr bemerkenswert, da auch bei anderen Protaminen, welche 
nicht der Salmingruppe zugehéren und welche aufer dem 
Arginin noch andere Basen enthalten, ein analoges Verhiiltnis 
gefunden wird. Auch im Percin und Sturin ist auf zwei basische 
Bausteine eine Monoamidosaure enthalten, wie aus der folgenden 


Zusammenstellung hervorgeht. 


Herkunft des Protamins Basische Gruppen Gesamtbausteine 


Perea flavescens .... 2 2,91 
Stizostedion vitreum. . 2 3,01 
Accipenser Sturio ... 2 2,72 (Minimalwert) 


3,28 (Maximalwert) 


Dieses Zahlenverhaltnis zwischen den basischen und nicht- 
basischen Bausteinen ist bei der Mehrzahl der Protamine vor- 
handen; es wird im Laufe der chemischen Differenzierung der 
Spermaproteine bei den verschiedenen Ordnungen und Unter- 
klassen gewissermafien als Endpunkt der Entwicklung erreicht. 
Daneben sind aber auch einige Protamine bekannt, bei deren 
Bildung dieser Endpunkt nicht erreicht wird, welche also reicher 
an Monoamidosiuren sind und in dieser Hinsicht den Histonen 
niher stehen: das Crenilabrin (aus Crenilabrus Pavo), das 
Cyclopterin (aus Cyclopterus lumpus) und die beiden Cyprinine 
(aus Cyprinus carpio). 

Nach unseren friiheren Erérterungen kann die bei der 
Mehrzahl der Protamine gefundene GesetzméBigkeit in der 
Zusammensetzung durch folgende Forme! ausgedriickt werden: 
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. .CO-CH-NH.CO-CH-NH-CO-CH.-NH..- . 
A A B 


wobei die Gruppe «© alia » peptidartig gebundenem Arginin, 
Histidin oder Lysin und die Gruppe a peptidartig 
gebundenen Monoamidosauren entspricht. 

Die folgende Tabelle soll eine Ubersicht tiber die Ver- 
teilung der verschiedenen bisher bekannten Protamintypen in 
dem System der Fische geben. 

Aus derselben ist das molekulare Verhaltnis zwischen 
der Gesamtmenge der Basen und der Monoamidosiuren zu 
ersehen, und zwar ist das Arginin mit <a», das Histidin mit 
<h», das Lysin mit «<l», die Summe der Monoamidosauren 
mit «m» bezeichnet. Die Formel «a,m» soll ausdriicken, dai 
auf zwei Argininmolekiile je ein Molekiil Monoamidosaure vor- 
handen ist, «(alh),m» soll angeben, da’ Arginin, Lysin und 
Histidin in dem Molekiil enthalten sind und da auf je zwei 
Molektile von diesen Basen ein Molekiil einer Monoamidosaure 
entfallt. Das Mengenverhiiltnis der Basen untereinander ist 


dabei nicht beriicksichtigt. 
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Uber einige Spaltungsprodukte des Thynnins und Percins. 
Von 
A. Kossel und F. Edlbacher. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Im Anschlu8 an die soeben mitgeteilten Untersuchungen 
iiber die Protamine haben wir uns bemiiht, die «Monoamido- 
siuren» kennen zu lernen, welche aus dem Percin und Thynnin 
bei der Hydrolyse hervorgehen. Wie aus der vorhergehenden 
Mitteilung zu ersehen ist, sind die beiden genannten Substanzen 
einfache Proteine von der allgemeinen Formel a,m. Von den 
«Monoamidosiuren», welche aus ihnen entstehen, haben wir 
bisher nur zwei, naémlich das Prolin und eine Amidovalerian- 
siiure, durch die Analyse ihrer Derivate feststellen konnen — 
offenbar diejenigen Spaltungsprodukte, welche sich neben dem 
Arginin in groOfter Menge bilden. Bei dem sparlichen Ausgangs- 
material wiire diese Untersuchung nicht modglich gewesen, wenn 
uns nicht in dem PreglIschen Verfahren der Mikroanalyse ein 
ausgezeichnetes Hilfsmittel zu Gebote gestanden hitte. 


Thynnin. 

10 g Thynninsulfat wurden 12 Stunden mit Schwefelsdure 
hydrolysiert und die Reaktionsfliissigkeit zunachst nach dem 
Silberbarytverfahren verarbeitet. Der durch Silberbaryt nicht 
fiillbare Teil wurde nach Entfernung des Silbers und des Baryts 
eingedampft, wobei Tyrosin auskrystallisierte. Von den Tyrosin- 
krystallen wurde die Mutterlauge abfiltriert und fast zur Trockene 
eingeengt, sodann am RiickfluB{kthler 1/2 Stunde mit absolutem 
Alkohol gekocht und nach dem Erkalten filtriert. Aus dem in 
Alkohol unléslichen Teil wurde die Amidovaleriansaéure gewonnen, 
der alkohollésliche Teil diente zur Darstellung des Prolins, © 

Amidovaleriansdéure. Der bei der Alkoholextraktion 
verbliebene Riickstand wurde !'2 Stunde am Riickflubkiihler mit 
Methylalkohol gekocht, sodann filtriert und das Filtrat zur 
Trockene eingedampft. Es blieb dabei nur eine geringe Substanz- 
menge (8 mg) ungelést zuriick, wéhrend 0,185 g in Methyl- 
alkohol léslich waren. Dieser letztere Teil wurde nach dem 
Verdunsten des Methylalkohols in 2 ccm Normalnatronlauge 
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gelést und nach der Vorschrift von E. Fischer mit einer 
iitherischen LOsung von 2 Mol. Naphthalinsulfochlorid (unter der 
Voraussetzung, dal} Amidovaleriansiéure vorlag, berechnet) 11/2 
Stunden geschiittelt; sodann wurde noch 3mal nach je ein- 
stiindigem Schiitteln 1,5 cem Normalnatronlauge hinzugefiigt. 
Es wurde nun die wiisserige Schicht vom Ather abgetrennt 
und erstere mit verdiinnter Salzsiiure angesauert. Dabei schied 
sich ein Ol ab, welches nach einigen Minuten zu rosetten- 
formig gruppierten blattchen erstarrte. Die Krystalle wurden 
wiederholt aus ganz verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Die 
Verbindung krystallisiert sehr leicht und scheidet sich aus 
verdiinntem Alkohol, Aceton und Kisessig in biischelfOrmigen 
Nadeln ab. Sie ldst sich sehr leicht in Alkohol und ungemein 
schwer in Wasser. Die reine Substanz schmilzt bei 160°. 
Sie wurde als eine Amidovaleriansiure erkannt, deren Kon- 
stitution wir vorliufig noch unerortert lassen. 

Zur Analyse war die Substanz 24 Stunden im Vakuum 
iiber Schwefelsiiure getrocknet worden. 

3,310 mg gaben 1,57 mg H,O und 7,11 mg CO, 
Gefunden: 5,31°/o H, 58,58°/o C 

Berechnet fiir C,;H,,O,NS: 5,589/o H, 58,59°%/o C 
4,208 mg gaben 2,01 mg H,O und 9,03 mg CO, 
Gefunden: 5,35°/o H, 58,53°/o C 

Berechnet: 5,58 °/o H, 58,59°/o C 

Versuche zur Darstellung des Athylesters fiihrten zu einer 
in seidengliinzenden Néadelchen krystallisierenden Substanz, 
deren Analyse jedoch zu niedere Werte ergab. Der Grund 
dieser Abweichung konnte nicht festgestellt werden, da die 
Substanzmenge eine zu geringe war. Der Schmelzpunkt dieser 
Krystalle lag bei 91°. 

Prolin. Die atkoholische Lésung des Monoamidosiure- 
anteils der Spaltungsprodukte (s. oben) wurde zur Trockne 
vebracht und '/2 Stunde mit absolutem Alkohol am RiickfluB- 
kihler gekocht. Dabei ging die Hauptmenge wieder in Lésung 
(A), wahrend ein geringer Teil ungelést blieb. 

A. Die Lésung wurde zur Trockne verdunstet und wieder 
mit absolutem Alkohol bei gewohnlicher Temperatur tibergossen. 
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sei liingerem Stehen schied sich aus der LOsung eine ansehnliche 
Menge eines gelblich gefiirbten Niederschlages aus. Von diesem 
wurde abfiltriert und das alkoholische Filtrat zur Trockne ver- 
dunstet, der Riickstand, welcher starke Fichtenspanreaktion gab, 
in wenig Natronlauge gelést und unter starkem Schiitteln bei 0° 
mit Phenylisocyanat versetzt, bis ein dicker Niederschlag von 
Phenylharnstoff entstand. Von diesem wurde abfiltriert und 
das Filtrat mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert; es schied 
sich eine schwammige Masse aus, welche in bekannter Weise 
durch Salzsiiure in das Hydantoin tibergefiihrt wurde. Dieses 
schied sich zuniicht in Form stark doppelbrechender rhombischer 
Blittchen aus, welche nach weiterer Reinigung durch Tierkohle 
und Umkrystallisieren als schneeweife Nidelchen vom Schmelz- 
punkt 143° erschienen. Denselben Schmelzpunkt besitzt das 
von E. Fischer beschriebene aktive Prolinphenylhydantoin. 
Die im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknete Substanz 
gab folgende Zahlen: 
1. 4,20 mg gab 0,480 ccm N (749 mm, 20°) 
Gefunden: 13,11°/o N 
Berechnet: 12,96°/o N 
2. 3,62 mg gab 0,409 cem N (749 mm, 20°) 
Gefunden: 12,97 = N 
Berechnet: 12,96 °/o N. 
Das Prolin ist somit als Spaltungsprodukt des Thynnins 


nachgewiesen. 
Percin. 

5 g Percin aus Perca flavescens wurden 15 Stunden lang 
mit Schwefelsiure hydrolysiert und das Reaktionsprodukt ebenso 
verarbeitet wie dies beim Thynnin beschrieben ist. Auch in 
diesem Fall wurde der durch das Silberbarytverfahren nicht 
fallbare Anteil der Spaltungsprodukte in einen alkoholléslichen 
und einen unldslichen Teil geschieden, ersterer diente zur 
Darstellung des Prolins, letzterer zum Nachweis der Amido- 
valeriansiure. 

Amidovaleriansiure. Der in Athylalkohol unlisliche 
Teil léste sich in diesem Falle vollstaindig in Methylalkohol 
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auf, der nach dem Verdunsten des Methylalkohols verbliebene 
Riickstand wurde in die Naphthalinsulfoverbindung tibergefiihrt 
und diese zeigte nach mehrmaligem Behandeln mit Tierkohle 
und Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol dieselben EKigen- 
schaften wie die analoge aus Thynnin gewonnene Verbindung, 
sie schmolz bei 159°, die Analyse zeigte jedoch, daf sie noch 
nicht aschefrei war. 

4,840 mg enthielten 0.350 mg Asche und gaben 2,35 mg 
H,O und 9,65 mg CQ,. 

Gefunden:!) 5,85°/oH,58,60°/oC Berechnet: fiir C,,H,,O,NS. 

» + 5,58°/oH,58,59%oC 

Die Zahlen fiihren mit grofer Wahrscheinlichkeit zu dem 
SchluB, daBi dieselbe Amidovaleriansiure vorgelegen hat, welche 
auch aus dem Thynnin hervorgeht. 

Prolin. Aus dem Alkoholextrakt wurde nach dem Ver- 
dunsten des Losungsmittels eine pyrrolidinartig riechende Sub- 
stanz gewonnen, welche in wenig Natronlauge gelist, bei 0° 
mit Phenylisocyanat geschiittelt und ebenso wie beim analogen 
Korper aus Thynnin verarbeitet wurde. Die Krystalle schmolzen 
bei 141°. E. Fischer gibt als Schmelzpunkt des Prolinphenyl- 
hydantoins 143° an. 

3,72 mg gaben 0,407 cem N (761 mm, 19°). 

Gefunden: 12,83 °/o N 
Berechnet: 12,96°/o N. 

Die Verbindung ist somit das Hydantoin des Prolins. 

Diese Befunde zeigen wiederum eine Eigentiimlichkeit der 
Protamine sehr deutlich, welche auch schon aus friiheren Be- 
obachtungen ersichtlich ist, némlich das Vorwalten von C,- 
Gruppen unter den Bausteinen. Bekanntlich findet sich unter 
den basischen Spaltungsprodukten das Ornithin — als Bestand- 
teil des Arginins —- stets in iiberwiegender Menge, unter den 
Monoamidosiiuren fehlen das Prolin und eine Amidovalerian- 
sdure nie oder fast nie, wahrend die C,-Gruppen, welche im 
Aufbau der komplizierten Proteine als Lysin, Leucin, Isoleucin 
eine so grofe Rolle spielen, bei den Protaminen nur vereinzelt 
auftauchen. 


') Nach Abzug der Asche. 

















Zur Chemie der Bakterien. 
I]. Mitteilung. 


Von 


Sakae Tamura (Tokyo). 


(Aus dem hygienischen und dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, Oktober 1913.) 


In meiner ersten Mitteilung!) habe ich die Protoplasma- 
Bausteine zweier Bakterienarten, des Tuberkelbacillus und des 
Mykobakterium lacticola, einer Untersuchung unterworfen und 
festgestellt, daB sie im wesentlichen dieselben sind, wie die 
der hGheren Lebewesen. Besonders gilt dies von denjenigen 
Bausteinen, aus denen sich das Proteinmolekiil zusammensetzt. 

An die Erkenntnis dieser Tatsache kniipft sich die Frage, 
ob denn der Organismus der erwiihnten Bakterien auch im- 
stande ist, alle diese verschiedenen Atomgruppen selbst zu 
bilden, oder ob ihm wenigstens ein Teil derselben durch den 
Nihrboden zugefiihrt werden mu. Die Bakterienkulturen, 
welche zu meinen bisherigen Analysen gedient hatten, waren 
auf Pepton-Bouillon geztichtet worden; hier war also die Moég- 
lichkeit einer Aufnahme komplizierter organischer Molekiile, 
besonders der Eiweifbausteine in fertigem Zustand geboten. 
Bei den neueren unten mitgeteilten Versuchen habe ich nun- 
mehr die Niihrldsung vereinfacht, soweit dies mit einem aus- 
giebigen Wachstum der genannten Bakterien vertriéglich war. 
Ich gewann so die Méglichkeit, die synthetischen Fihigkeiten 
der Bakterien genauer festzustellen und die Frage zu ent- 
scheiden, ob mit der Vereinfachung der Nahrung auch eine 
Veriinderung der Zusammensetzung der K6rpersubstanz, speziell 
im Bau der Proteinstoffe, verbunden war. Zugleich dehnte ich 
diese Versuche auf die anorganischen Nahrstoffe aus. 


I. Vergleich der Zusammensetzung von Mykobakterium lacticola nach 
Wachstum auf eiweiShaltigem und auf eiweifiifreiem Nahrboden. 


Die Frage, inwiefern die Zusammensetzung des Bakterien- 
leibes aus organischen Bausteinen gesetzmabig vorgeschrieben 
ist und welchen Schwankungen sie unterliegt, lJa{t sich erst 


‘) S. diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 85. 











Zur Chemie der Bakterien. II. 191 


dann vollstindig entscheiden, wenn es gelingt, alle Zellbau- 
steine zu isolieren und quantitativ zu bestimmen. 

Dies ist aber heute noch nicht ausfiihrbar. Auch ist eine 
quantitative Bestimmung nur bei einzelnen Proteinbausteinen, 
vor allem beim Arginin, Histidin und Lysin méglich, und ich 
habe meine quantitativen Untersuchungen daher nur auf diese 
Basen ausgedehnt. Beziiglich der Monoamidosiiuren habe ich 
mich mit dem qualitativen Nachweis begniigt. 

Bei Mykobakterium lacticola zeigte sich eine auffallende 
Ubereinstimmung in den organischen Bestandteilen, mochten 
sie auf Nahrbouillon oder auf eiweiffreiem Nihrboden ge- 
ziichtet sein. Die anorganischen Elemente diirften grdBeren 
quantitativen Schwankungen unterliegen. 

Als Stickstoffquelle verwendete ich bei diesen Kulturen 
das Asparagin und das Ammon (in Form des Lactates). Die 
Versuche sind mit Mykobakterium lacticola ausgefiihrt worden. 
Als Nahrlosung verwandte ich am Anfang die Frinkelsche 
Nihrlésung, d. i. Kochsalz 5,0, Natriumphosphat 2,0, Ammonium- 
lactat 6,0, Asparagin 4,0, Glycerin 15,0, Wasser 1000,0. Spiter 
benutzte ich nach Proskauer und Beck eine Lésung, welche 
nur Ammoniumcarbonat als Stickstoffquelle enthielt. Aber das 
Wachstum der Mykobakterium lacticola war dabei zu schlecht, 
um hinreichendes Material fiir Untersuchungen zu bekommen. 
SchlieBlich habe ich gefunden, daf die Bakterien ziemlich groBe 
Mengen von Erdalkalien fiir inr Wachstum erfordern. Die Nihr- 
losung fiir den Hauptversuch hatte folgende Zusammensetzung : 


NaCl 5,0 
Ka,HPO, 2,0 
Ammoniumlactat 4,0 
Asparagin 5,0 
10°/o MgSO,-Lésung 10,0 
Glycerin 15,0 


destilliertes Wasser  1000,0. 

Die Kulturen setzte ich in mit Wattepfropfen abgeschlos- 
senen Erlenmeyer-Kolben an, nachdem die Nahrldsung durch 
wiederholtes langes Aufkochen zuvor sterilisiert worden war. 

Nach 4tiigigem Verweilen im Brutraum von 36,5—37° C. 
sind die Bakterien zu einem die ganze Oberfliiche bedeckenden 
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zarten Hiautchen ausgewachsen und zugleich ist die anfangs 
farblose Né&hrlésung durch Farbstoffbildung deutlich hellgelb 
geworden. Nach 7 Tagen wurden die Hiutchen dicker, runz- 
liger und kletterten an der Glaswand hinauf. Sie erwiesen 
sich unter dem Mikroskop bedeutend diinner als die auf Pepton- 
bouillon gewachsenen Mykobakterien und auch trat die ge- 
kriimmte Gestalt deutlicher hervor. Am 10. Tage wurden die 
Bakterien auf dem Filter gesammelt, sehr griindlich gewaschen 
und bei 37° C. getrocknet. Die so getrocknete Bakterienmasse war 
hellbraun. Der Stickstoffgehalt, welcher nach genauer Wigung 
mit Hilfe der Kjeldahlschen Methode bestimmt war, betrug in 
Mykobakterium lacticola aus eiweiffreier Kultur 9,630°/o N, 
in Mykobakterium lacticola aus Bouillonkultur 9,636 °/o N. 

70 g getrocknete Mykobakterienmasse aus eiweilfreier 
Kultur wurde in ganz gleicher Weise verarbeitet, wie dies 
friiher mit der Bouillonkultur des Mykobakterium lacticola und 
des Tuberkelbacillus ausgefiihrt war.?) 

Die Resultate waren folgende: 

Aus dem Atherextrakt «I> konnte ich durch Aceton Mykol- 


ester fiillen, dessen Schmelzpunkt 66° C. war. Daneben habe ich 
diesmal eine geringe Menge eines Phosphatides gefunden, die 
bei der Bouillonkultur nicht bemerkt wurde. Die Natur dieses 
Phosphatides war nicht festzustellen, doch lag die Vermutung 
nahe, daf es sich hier um ein Zersetzungsprodukt des in dem 
Alkoholextrakt «II» enthaltenen Phosphatids handelt, welches 
beim Aufbewahren des Materials entstanden war. 

Aus dem Alkoholextrakt «II» habe ich die Diaminophos- 
phatide mittels Ather- und Acetonbehandlung isoliert. 

Die Analyse gab folgende Resultate : 

0,2446 g Substanz nach Neumann verascht, erfordern 
12 ccm ®/2-NaOH, d. i. 2,728°/o P. 

0,1056 g Substanz nach Kjeldahl verascht, erfordern 
1,8 ccm "/10-H,SO, d. i. 2,388 °/o N. 

Das Verhiltnis P: N betragt 1: 1,95. 

Die so mit Ather und Alkohol erschipfte Bakterienmasse, 
welche eine gelblich weife Farbe besaf, wurde mit 100 ccm 


!) Siehe die friihere Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 84. 
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Schwefelsiuremischung (2 Teile konzentrierte Schwefelsiure und 
1 Teil Wasser) gut angerieben, mit 1 1] Wasser verdiinnt und filtriert. 

In dem Filtrat wurden die Nucleinbasen durch Phosphor- 
wolframséure von den reduzierenden Substanzen getrennt und 
Adenin und Hypoxanthin als Pikrate nachgewiesen. 

o Der rein weife Riickstand, welcher die Eiweibkorper ent- 
hielt, wurde griindlich mit Wasser gewaschen und wieder mit 
Alkohol und Ather extrahiert. Die so entfettete Substanz wog 
41,5 g. Demnach war die Ausbeute an «Eiweif» von der auf 
eiweibfreiem Niihrboden geziichteten Kultur des Mykobakterium 
lacticola gréBer als von denjenigen aus Bouillonkultur (41 g 
aus 100 g). 

Diese «Kiweifisubstanz>» zeigte fast alle Eiweibreaktionen, je- 
doch war auch in diesem Falle ebenso wie bei den Bouillonkulturen 
die Schwefelbleireaktion negativ. DerStickstoffgehalt betrug 8,2 °/o. 

Nach der Hydrolyse wurde das Arginin und Histidin in 
das Pikrolonat und das Lysin in das Pikrat iibergefihrt. 

Die Menge des Argininpikrolonats betrug 2,27 g 

Die des Histidinpikrolonats 0,29 » 

Das Lysinpikrat wog 0,49 » 

Aus dem Monoaminosiéurengemisch wurden 1,95 g Phenyl- 
alanin durch Krystallisation gewonnen. Das Priiparat gab auch 
in diesem Falle ganz schwache Millonsche Reaktion und schmolz 
} bei F = 281° C. 

Zur weiteren Feststellung wurden zwei Stickstoffbestim- 
mungen ausgefiihrt, davon eine nach Pregl! auf mikroanaly- 
tischem Wege.?) 

Die Stickstoffbestimmungen ergaben folgendes Resultat: 

1. 0,1308 g Substanz gab 10 ccm N (756 mm, 25° C.) 

N gefunden = 8,48 °/o. 
2. 3,33 mg Substanz gab 0,250 cem N (759 mm, 20° C.) 
N gefunden = 8,69°/o N. 


’ Gefunden: Berechnet: 
I. Il. fiir C,H,,NO, 
N 8,48°/o 8,69 °%/o 8,48 °/o. 





*) Ich verdanke die Mikroanalyse der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Dr. Edlbacher, Assistent an dem Physiologischen Institut hier. 
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1,48 g Prolin wurde durch Alkohol extrahiert und in das 
Phenylhydantoin gefiihrt. Dasselbe ergab bei N-Bestimmung 
nach Pregl folgendes Resultat: 
1. 3,27 mg Substanz gab 0,367 ccm N (760 mm, 20° C.) 
' 2. 3,35 mg Substanz gab 0,376 ccm N (760 mm, 21° C.) ; 
In beiden Fallen N gefunden = 13,03 Vo. ‘i 


Gefunden: Berechnet : : 
I. Il. fiir C,,H,.N,O, 
N 13,03°/o 13,03 °/o 12,96 °/o. 


Valin wurde durch Methylalkohol extrahiert und wog nach 
der Reinigung 0,42 g. Die Analyse ergab folgendes: 

0,1469 g Substanz gab 0,2762 g CO, und 0,1306 H,0. 

Gefunden C = 51,240, H = 9,94 °/o. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: G 51,28°%/o, H = 9,40°/o. 


Tabelle LI. 





In 40 g Eiweif| Berechnet Berechnet 

des Mykobakt. in in 
lacticola 100 g Eiweif 100 g N 

Bouillon-| Eiweib- Bouillon-| Kiweib- Bouillon-| Eiweib- 

kultur freie K.} kultur | freie K.} kultur | freie K. 
: i2 ge | gs g g 


Giesamter Stickstoff . . . 13,2220 | 3,206 | 8,090 | 8,015 | 100,0 /|100,0 
A. Basenstickstoff . . . . |0,4823 | 0,4398}] 1,230 |1,100 | 15,21 | 13,72 





In Arginin ...+. 0,3780 | 0.3502] 0,946 | 0,875 | 11,69 | 10,92 
im Bistifin . . «4s 0,0330 | 0,0350} 0,090 | 0,090 1,11 | 1,11 
Lys. ee se ees 0,0398 | 0,0371] 0,099 | 0,092 1,23 | 1,18 
Ammoniak ..... 0,0295 | 0,0175} 0,074 | 0,043 0,91 | 0,54 


B. Monoaminosiiure-N . . |2,1560 | 2,040 | 5,40 |5,09 | 66,74 | 63,62 
In I-Phenylalanin . .]0,1891 |0,1651] 0,475 |0,413 | 5,89 | 5,14 


bPeelim.. . «+ &% - | 0,2466 | 0.1849] 0,620 | 0,462 7,66 |” 5,76 

ee 6s ee oe 0,0284 | 0,0504) 0,073 | 0,126 0,91 | 1,57 

‘ Andere Aminosiuren . | 1,6924 | 1,6396] 4,240 | 4,098 | 52,34 | 51,12 
C. N in unbekannter Form | 0,5837 | 0.7262] 1,464 | 1,816 | 18,09 | 22,66 
ee 0,4680 | 0,5705] 1,175 | 1,427 | 14,52 | 17,80 


Im Silberniederschlag . | 0,1040 | 0,1193] 0,260 |0,2983] 3,21 | 3,72 





Im Filtrat des Lysin- 
pikrates ..... 0,01165) 0,0364} 0,029 | 0,091 0,36 | 1,13 
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Diese Beobachtungen beweisen, dal} die Bildung des 
Mykols, des Phosphatids, der Purinbasen und der Proteinstoffe 
im Bakterienleibe auch dann erfolgt, wenn Milchsiiure, Glycerin 
und Asparagin als die einzigen organischen Nihrstoffe zur Ver- 
fiigung stehen; die so erzeugten Proteinstoffe unterscheiden 
sich in keiner Weise von den auf eiweifhaltigem Nahrboden 
gebildetem. Auch unter diesen Umstanden, wo die organischen 
Nihrstoffe auf die kurzen und einfachen offenen Kohlenstoff- 
ketten beschrankt sind, entsteht das diesem Bakterium eigene, 
phenylalaninreiche und schwefelfreie Protein. Die Bildung der 
aromatischen Bausteine des Proteins, die im tierischen Orga- 
nismus anscheinend nur schwierig vor sich geht, erfolgt hier 
in ergiebigem Mafe. 


II. Die unorganischen Bestandteile von Mykobakterium lacticola und 
von Bakterium tuberculosis. 


Uber die Aschenbestandteile der Tuberkelbakterien liegen 
nur einige Angaben vor (de Schweinitz und Dorset, Zincke 
und Krauss und Siebert). 

Die Asche soll nach Schweinitz und Dorset!) P, Ca, 
Mg, K, Na und Si, aber kein S und kein Cl in der nach Ex- 
traktion mit Alkohol und Ather zuriickbleibenden Reste des 
Tuberkelbacillus enthalten. Nach v. Behring?) (von Zincke 
ausgefiihrte Aschenanalyse des Bovovaccinbacillus) betrug die 
Aschenmenge 6,91—7,3°/o und enthielt viel K, Na, P, Ca und 
Mg, ferner S und Cl. Krauss und Siebert*) machten eine 
Gegenitiberstellung des Aschengehaltes der glycerinfreien Fleisch- 
peptonbouillon und der Tuberkelbacillen und gaben einen sehr 
hohen Ca-, Mg-, P- und K-Gehalt im Tuberkelbacillenkérper an. 

Fiir meine Bestimmung wurde das trockene Ausgangs- 
material noch 2 Tage im Vakuum itber Schwefelsdure ge- 
trocknet. 





’) Centr. Bakt.,, Bd. 23, S. 993. 

*) Zitiert aus Handbuch d. path. Mikroorg., Kolle-Wassermann, 
I]. Aufl., Bd. 5, S, 431. 

*) Behringwerk-Mitteilungen, Heft 2, S. 82 u. 83, 1907. 
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Der Phosphor wurde nach der Neumannschen Methode 
bestimmt. 

Fiir die Ca-, Mg-, Cl- und S-Bestimmung habe ich das ge- 
wogene Material mit Salpeter-Soda-Mischung verascht und die 
Asche mit verdiinnter Salpetersaure gelést. Die Lo6sung wurde 
deutlich ammoniakalkalisch gemacht, dann mit Essigsiure wieder 
angesiiuert. Aus dieser essigsauren Loésung wurde das Calcium 
mit Ammoniumoxalat gefallt. Nach einstiindigem Stehen auf 
dem Wasserbad wurde der Niederschlag von Calciumoxalat 
durch ein aschenfreies Filter filtriert, mit heiBem Wasser aus- 
gewaschen, in einem gewogenen Tiegel vorsichtig verbrannt 
und als Calciumoxyd gewogen. 

Das Filtrat der Kalkfallung wurde hinreichend konzentriert 
und mit Ammoniak stark iibersattigt. Nach 12stiindigem Stehen 
filtrierte ich den Niederschlag ab, wusch ihn mit 2,5°/oiger 
AmmoniakloOsung aus, veraschte ihn und wog ihn als Magne- 
siumpyrophosphat. 

Die Bestimmung des Chlors wurde in dem von Magne- 
sium befreiten Filtrat ausgefiihrt. Das mifig abgedampfte und 
mit Salpetersiure angesiiuerte Filtrat wurde durch Silbernitrat 
gefillt, auf dem Wasserbade erwarmt und filtriert. Das Chlor 
wurde als Chlorsilber berechnet. Aus dem Filtrat wurde das 
iiberschiissige Silber durch Salzséure entfernt. Dann fiigte ich 
zu der heifen Lésung eine 10°/oige LOsung von Baryumchlorid 
hinzu, filtrierte nach dem Abkihlen und wog den Gesamt- 
schwefel als Baryumsulfat. 

Fiir die Kalium- und Natriumbestimmung habe ich die 
gewogene Menge der Bakterien nach Neumann _ verascht 
und nach der bekannten Methode die Summe des Chlorkaliums 
und Chlornatriums gewogen. Dann wurde Kalium durch Platin- 
chlorid in alkoholischer Lésung von Natrium getrennt. Aus 
dem Gewichte des Kaliumplatinchlorids wurde das Gewicht 
des Kaliumchlorids berechnet und durch Subtraktion derselben 
von dem vorher gefundenen Gewichte der Summe das Gewicht 
des Chlornatriums gefunden. 

Fiir die Gesamtaschenbestimmung nahm ich eine kleine 
Menge von Bakterien und veraschte sie vorsichtig unter sorg- 
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filtigem Vermeiden von zu starkem Gliihen, eventuell unter 
wiederholtem Ausziehen der schwarzen Kohle mit Wasser, 
bis eine weile Asche resultierte. 


Die Resultate sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 


Tabelle II. — Aschenbestandteile. 
ee 





Prozent in trockener Substanz | Prozent in gesamter Asche 
s Mykobakt.|Mykobakt. Mykobakt. Mykobakt. 
uberkel- | Jact. von | lact. von | Tuberkel- jact. yon | lact. von 
bacillus | Bouillon-| eiweiffr. | pacillys | Bouillon- | eiweiffr. 
| kultur | Kultur kultur | Kultur 
P.O, . «| 44920 | 3,9720 | 34320 | 46,97 | 4829 | 67,56 
CaO . .| 0,8216 | 1,3350 | 0,0306 8,59 | 1624 | 0,061 
MgO . .] 0,9386 | 0,7182 | 1,0660 981 | 873 | 20,99 
Cl. ..] 01200 | 0,0821 | 0,1030 125 | 0,998} 203 
so,.. «| 0,0320 | 12450 | — 10,79 | 1544 | — 
K,0O. . . | 0,7876 | 0,5063 | 0,3076 8.23 | 616 | 6,05 
Na,O . .| 1,0970 | 0,8008 | 0,2102 | 11,48 9,73 | 413 
Summe .| 9,2888 | 86594 | 5,1594 — — | — 
| 
Gesamt-] 9563 | g223 | 5,080 | 100.0 | 1000 | 100,00 
asche | 














Die Angaben verschiedener Untersucher iiber die anor- 
ganischen Bestandteile des Tuberkelbacillus stimmen nur in 
dem Punkt iiberein, daf die Asche einen hohen Prozentsatz 
von Phosphor enthiilt; aber es zeigen sich sowohl in der ge- 
samten Aschenmenge, wie auch in ihrer Zusammensetzung 
grobe Schwankungen. Diese Schwankungen lassen sich zum 
Teil aus der Verschiedenheit des Nahrbodens erkliaren. 

In einer Reihe von Arbeiten war Cramer?) bemiiht, 
den Aschengehalt von Choleravibrionen unter verschiedenen 
Lebensbedingungen festzustellen und fiir einzelne Aschenbe- 
standteile ergab sich Anreicherung aus dem Substrate, sodaf 
die Bakterien umsomehr von diesen Stoffen enthielten, je 
reicher das Substrat daran war. Dasselbe geht auch aus 
meinen Untersuchungen tiber die Aschenbestandteile des Myko- 





) Archiv fiir Hygiene, Bd. 28, S. 1. 
14* 
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bacterium lacticola aus Bouillonkultur und aus eiweiffreier 
Kultur deutlich hervor (siehe Tabelle). Wa&ahrend die Asche 
des Mykobakterium lacticola aus Bouillonkultur 16,24°/o CaO 
und 8,73°/o MgO enthialt, ist in eiwei®freien Kulturen, in denen 
nur Mg als Sulfat, aber kein Ca gegeben worden war, ein 
Magnesiumgehalt der Bakterien von mehr als 20°/o als MgO 
nachweisbar, CaO dagegen nur spurenweise. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Mykobakterium lacticola zeigte sich eine auffallende 
Ubereinstimmung in den organischen Bestandteilen, mochten 
sie auf Nihrbouillon oder auf eiweiffreiem Néhrboden ge- 


zuchtet sein. 
2. Aus kurzen und einfachen offenen Kohlenstoffketten 


erfolgt die Bildung der aromatischen Bausteine im Bakterien- 


kérper in ergiebigem Mabe. 
3. Die anorganischen Bestandteile der Zellen von 


Bakterium tuberculosis und von Mykobakterium lacticola kénnen 
groBen quantitativen Schwankungen je nach den Lebensbe- 
dingungen unterliegen. 
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Zur Methodik der Blutzuckerbestimmung. 
Von 
W. Griesbach und H. Strainer. 


(Aus dem stiadtischen chem.-physiol. Institut zu Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1913.) 








Die Literatur tiber den Blutzucker ist in den letzten Jahren 
ganz auBerordentlich angewachsen. Seitdem Liefmann und 
Stern!) ihre klinischen Blutzuckerbestimmungen ausfihrten, 
ist die Wichtigkeit dieser Methode als unentbehrlichen diagno- 
stischen Hilfsmittels in der Therapie und Prognose des Diabetes 
allmahlich anerkannt worden. Hollinger,?) Oppler und 
Rona,*) Tachau,‘*) die Bangsche Schule,*) in neuester Zeit 
vor allem EK. Frank,*) Schumm und Hegler,*) Rolly und 
Oppermann®) haben durch Untersuchungen grofer Reihen 
eine gute Ubersicht iiber normale und pathologische Verhiilt- 
nisse im Zuckergehalt des menschlichen Blutes gegeben. 

Dabei fallt es auf, da die Angaben tiber den Durch- 
schnittswert und die obere Schwelle des Normalwertes sich 
seit Liefmann und Stern kaum geiindert haben, trotzdem 
die Methodik der Bestimmung seither eine wesentlich andere 
geworden ist. Die wichtigste methodische Verbesserung ist 





') Biochem. Z., Bd. 1, S. 299, 1906. 

?) Biochem. Z., Bd. 17, S. 1, 1909. 

%) Biochem. Z., Bd. 13, S. 121, 1908. 

*) D. Arch. f. k!. Med., Bd. 102, S. 597, 1911. 

*) J. Bang, Der Blutzucker. 

6) Méckel und Frank, Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 323; Bd. 69, 


S. 85. — Frank und Brettschneider, Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 157; 
Bd. 76, S. 226. 

’) Mitteilungen aus den Hamburgischen Staatskrankenanstalten. 
I. Mitteil. 1911. II. Mitteil. 1913. 

°) Rolly und Oppermann, Biochem. Z., Bd. 48, 1913. 
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wohl in der immer fortschreitenden Verringerung der zur Be- 
stimmung bendétigten Blutmenge zu sehen, wiihrend es nicht 
recht gelungen zu sein scheint, die der Methodik als Polari- 
sations- oder als Reduktionsverfahren nun einmal anhaftenden 
Fehlerquellen, theoretisch wenigstens, zu beseitigen. 

Denn hauptsiichlich von theoretischem Gewicht scheinen 
uns die Mehrzahl der gegen die heute tiblichen Methoden, sowohl 
was die EnteiweiBung als was die Zuckerbestimmung angeht, 
erhobenen Einwiinde zu sein. In der Praxis bewiahrt sich die 
Enteiweibung nach Michaelis und Rona’) trotz Opplers 
Bedenken ausgezeichnet, ebensowenig hat die Kritik dieses 
Autors?) das in der Verbesserung von Mockel und Frank 
sicher meist mit gutem Erfolg anwendbare Bertrandsche Re- 
duktionsverfahren an allgemeiner Verbreitung hindern kénnen,*) 
wie denn auch die Polarisation in der von Rona und Takahashi‘) 
geiibten Weise trotz H. Lyttkens und J. Sandgren®) zweifellos 
brauchbar ist. 

Wenn nun auch die Mehrzahl der gebriiuchlichen Ver- 
fahren durchaus anwendbar ist, so scheint doch fiir den Kliniker 
die Entscheidung fiir eines der vorhandenen schwierig zu sein. 

Rolly und Oppermann (l.c.) haben fir ihre ausgedehnten 
Untersuchungen zuniichst selbst methodisch suchen missen, 
ebenso wie Schumm und Hegler (l.c.), die sich dann leider 
des jetzt von dem Autor selbst aufgegebenen alteren Bangschen 
Verfahrens bedient haben. 

Daher schien es uns angebracht, einmal vier verschiedene 
Untersuchungsmethoden nebeneinander an dem gleichen Blut 
zu priifen, und zwar bedienten wir uns zur Zuckerbestimmung 
der Polarisation und der Reduktion nach Bertrand, °) 


') Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 393, 1910. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 71, 1911. 

*) Daf’ es auch Falle gibt, in denen das Bertrandsche Verfahren 
nicht anwendbar ist, geht aus den Untersuchungen E. Lessers hervor. 
(Biochem. Z., Bd. 54, S. 252, 1913.) 

‘) Biochem. Z., Bd. 30, S. 99, 1910. 

5) Biochem. Z., Bd. 31, S. 153, 1911. 

®) Neuerdings teilt G.Sonntag mit, dafi die Bezeichnung der Methode 
nach G. Bertrand unberechtigt sei. Biochem. Z., Bd. 53, S. 1, 1913. 
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nach Tachau und endlich nach Lehmann-Maquenne. In 
einigen Versuchen haben wir dann noch die neue Mikromethode 
von Bang!) vergleichend gepriift. Dabei legten wir Gewicht 
darauf, welches Verfahren bei Zuckerzusatz die richtigsten 
Werte ergiibe und weiter, welches das methodisch einfachste 
und zuverlassigste sei. 

Ferner haben wir dann in dieser Arbeit noch einmal das 
Wesen der sogenannten «Restreduktion» priifen wollen, trotzdem 
diese Frage durch die Arbeiten von Frank und Brettschneider 
(1. ce.) sowie Takahashi (I. ¢.) schon erledigt schien. Dazu ver- 
anlaBt wurden wir einmal dadurch, dal diese «Restreduktion» in 
der Arbeit von Schumm und Hegler wieder einmal aufgetaucht 
ist, und ferner durch eine neuere Arbeit von P. Mayer,?) «Zur 
Bestimmung der sogenannten «Restreduktion» des Blutes». Wir 
wollen schon hier erwihnen, dab wir unter Anwendung frischer 
Biickerhefe in 12 Fallen niemals Reduktion oder Drehung fanden, 
auch bei Anwendung annihrend ebenso konzentrierter LOsungen, 
wie Mayer sie untersucht hat. Die «Restreduktion» im Blute 
ist demnach lediglich ein Produkt der alten Bangschen Methode, 
die, wie Bang selbst angibt,*) zu hohe Werte liefert. 

Gehen wir nun zur Besprechung unserer vergleichenden 
Zuckerbestimmungen tiber. Wir verwandten in Versuch 1—19 
in Narkose beim Entbluten aus den Carotiden gewonnenes 
Hundeblut, in den Versuchen 20—25 durch Venaepunktion 
gewonnenes Menschenblut. Die Enteiweifung geschah beim 
Hundeblut mit kolloidaler Eisenhydroxydlésung und Natrium- 
sulfat nach Michaelis und Rona, da wir unser Blut vergiren 
wollten; ebenso beim Menschenblut in Versuch 21 und 22, in 
den tibrigen wurde nach Schenck enteiweifit. Beide Verfahren 
liefern gute Resultate, nur kann man bei der Quecksilbermethode 
leichter nach einer stets giiltigen Vorschrift arbeiten. In dem 
groften Teil der Versuche wurde die eine Hiilfte des Filtrates 
unter Hefezusatz 24 Stunden bei 29° vergoren, dann mit wenig 
Eisenlésung die Hefe entfernt, das klare Filtrat bei schwach 





') Biochem. Z., Bd. 49, S. 1, 1913. 
*) Biochem. Z., Bd. 50, S. 362. 
$) Bang, Der Blutzucker. 
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Tabelle I. 















































1 2 | 3 | 4 | 5 6 7 | 8 | 9 | 10 | if oa 12 
Nr. In der eingeengten Lésung Berechnet fiir das Blut Nach Vergarung 
des 0 Zucker Ser see *o Zucker] °/o Zucker _ Bemerkungen 
Ver-Ppolari- | nach | nach | nach polari- | nach | nach |_ nach polari- | durch 
suchs| metrisch Maquenne Bertrand Tachau]metrisch Maquenne Bertrand Tac haul metrisch Reduktion 
1] 0,071 0,068 — | 0054] 0,141 | 0,136 | — | 0,118] 0,00 | 0,0 | Hund Nach Veredrung Reduktion 
210,071 | 0,068 — | 0,053] 0,141} 0130 ; — | 0,106] 0,08 | 0,066 | » Nichtvergoren,alteHefe. 
3 | 0,064 | 0,055 — 0,057 | 0,139 | 0,113 — 0,118 | 0,0 0,0 > 0,5 ¢ Hefe. 
M 410,143) 0,141 — | 0,123 | 0,192 | 0,190 — | 0166] 00 | 0,0 , eo 
& 510,105 | 0,084 — 0,081 | 0,121 | 0,097 — 0,094 | 0,0 0,0 . an 
cs 6 | 0,081 | 0,081 — 0,074 | 0,115 | 0,145 — 0,105 | 0,0 | 0,0 > sas 
nr 710,048 | 0,049 — 0,047 | 0,055 | 0,056 — 0,054 | 0,0 0,0 > — 
i 8 | 0,123 | 0,120 — 0,113 | 0,145 | 0,144 — 0,133 | 0,0 | 0,0 > asi 
- 910,100 | 0,109 0,098 | 0,089 | 0,119 | 0,126 0,117 | 0,106 | 0,0 0,0 » 40 ccm. 
5 10] 0,219, 0,199 | 0,186 | — ] 0,138! 0,130 | 0,128 | — i - > _ 
= 11 | 0,076 | 0,051 0,051 | 0,036 | 0,057 | 0,038 0,038 | 0,027} — -- , - 
s 12 | 0,158 | 0,123 0,117 | 0,089 | 0,111 0,087 0,083 | 0,063 | 0,0 0,0 >» 4gHefe, 40ccm zur Reduktion. 
n 13 | 0,148 | 0,138 0,121 | 0,123 ] 0,101 | 0,094 0,083 | 0,084] 0,0 | 0,0 > 5B» > 4» » , 
= 14] 0,114 | 0,115 0,116 | 0,100 | 0,084 | 0,085 0,086 | 0,074] 0.0 | 00 > 5» >» 4 » > : 
© 15 | 0,095 | 0,093 | 0,096 | — |0070| 0,069 | 0071 | — | 00 | 00 ke & Bee oa 
= 16] 0171) 0,63 | 0,166 | 0,157] — _ — we — | >» Zusatz: Lisung0,171°/o. 
710166 | 0167 | 0165 | — ab an = — a oe : : » 0,166%o. 
18 | 0,097 | 0,093 0,091 | 0,083 | — os “is - — | — > > > 0,0969°/o. 
19 | 0,271 | 0,270 0,283 | 0,234], — | — _ _ se | » 
2010143 0141 | 0,119 | 0,136 | 0,093 | 0,092 0,078 | 0,088 | — | — _ {Mensch normal. 
21 | 0,077 | 0,077 0,083 | 0,074 | 0,054 | 0,054 | 0,058 | 0051] 00 | — > > 
N 2270199 0196 | 0186 | — —- | =— — — —- | — » Nephritis. _Zusatz: 
S23 | 0,062 | 0,063 | 0,060 | 0,058 | 0,074 | 0,075 | 0,072 | 0.069) — | — ; ‘ lal at 
24 10,076 0,074 | 0,073 | 0,078 | 0,089 | 0,086 0,085 | 0,091 | — _ > > 
25 | 0134 O14 | O146 0,147 | 0,100 0109 | O08 | 0110 > 
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essigsaurer Reaktion im Vakuum bei 40° eingeengt und dann 
wie der unvergorene Anteil untersucht. Dieser wurde in gleicher 
Weise eingeengt, unter Kiihlung schwach alkalisiert, um Spuren 
von Eisen zu entfernen, auf 50 ccm aufgefiillt, filtriert, sofort 
schwach angesauert und nun im 4 dm-Rohr polarisiert. Die 
Ablesungen wurden durch einen ganz besonders geiibten Unter- 
sucher vorgenommen. Darauf wurden gemessene Anteile nach 
den verschiedenen Methoden untersucht, und zwar bestimmte 
der eine von uns die Reduktion nach Bertrand, der andere 
nach Maquenne und Tachau. Wir glauben durch diese 
Dreiteilung weitgehend unabhingig gearbeitet zu haben. 

Unsere Resultate sind in Tabelle 1 zusammengestellt, 
wihrend Tabelle 2 einen Protokollauszug darstellt. 

Beziiglich der speziellen Methodik verweisen wir auf die 
Arbeiten von Mockel und Frank!) sowie von Tachau.?) 
Die Methode nach Maquenne-Lehmann fanden wir nirgends 
an leicht zugiinglicher Stelle angegeben, weshalb wir sie am 
Schlusse der Arbeit kurz beschreiben werden. 

Die von Méckel und Frank’) angegebenen Kupferwerte 
fiir Zuckermengen unter 10 mg haben wir nicht anzuwenden 
brauchen, da uns stets grdfiere Blutmengen zur Verfiigung 
standen, ebenso konnten wir die unverdiinnte Permanganat- 
losung gebrauchen. Als Filter dienten uns, ebenso wie Rolly 
und Op permann,*) Goochtiegel, deren Asbestfiillung wir recht 
haufig erneuerten. Auferordentlich wichtig ist die Vorschrift 
von Méckel und Frank, nach dem Kochen gut abzukiihlen 
und stehen zu lassen. Seitdem wir darauf geachtet haben, 
haben wir niemals einen Verlust an Kupferoxydul bemerkt und 
gutstimmende Werte erhalten. Die gelbe Modifikation des 
Kupferniederschlages, die Schumm und Hegler veranlaBt hat, 
die Bertrandsche Methode zu verlassen, ist uns auch zu- 
weilen beim Menschenblut aufgefallen, doch scheint uns diese 
keinen EinfluB auf das Resultat zu haben. 





1) Méckel und Frank, |. c. 

*) Tachau, |. c. 

8) Méckel und Frank, I. c. 

*) Rolly und Oppermann, I. c. 
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Wenden wir uns nunmehr der Besprechung der Ta- 
belle 1 zu: 

In den Kolonen 2—5 sind die im eingeengten Filtrat be- 
stimmten Zuckermengen in Grammprozenten dieses Filtrates 
angegeben, in den Kolonnen 6—9 die entsprechenden Werte 
fiir das Blut prozentisch berechnet. Die durchschnittlich sehr 
hohen Blutzuckerwerte erkléren sich durch Einwirkung von 
Narkose und Agone. In Versuch 7 und 11 fanden wir niedrige 
Werte: es handelte sich um Phloridzinhungertiere in der dritten 
Woche; iihnliche Werte sind von E. Frank und 8S. Isaac!) 
fiir den Phloridzindiabetes beschrieben, 

Vergleichen wir zunachst die Kolonnen 2 und 3 der 
Tabelle 1, so zeigt sich, dab in 18 von 25 Bestimmungen 
die durch Polarisation und Reduktion nach Maquenne er- 
mittelten Werte nahezu identisch sind. GroBe Differenzen finden 
sich in Versuch 10 und 12 bei sehr hohen Werten, und bei 
geringem Drehungswinkel in Versuch 11. Wodurch diese Unter- 
schiede bedingt sind, ist um so schwerer zu sagen, als nach 
der Vergiirung weder polarimetrisch noch durch Reduktion sich 
wirksame Substanzen nachweisen lieBen. Wir sind deshalb ge- 
neigt, an Ablesungsfehler in der Polarisation zu glauben, um- 
somehr, als gerade in Versuch 10, 11, 12 und 22 der Maquenne- 
Wert durch die Bestimmung nach Bertrand bestatigt wird. 

Ein Blick auf den Stab 5 der Tabelle 1 zeigt, daB fir 
das Hundeblut die Bestimmung nach Tachau, in Uberein- 
stimmung mit den tber die Quecksilberverfahren bekannten 
Tatsachen, fast durchweg niedrigere Werte gibt, als die Re- 
duktion mit Kupfer, aber auch als die Polarisation. Fiir das 
Menschenblut dagegen zeigt die Tachausche Methode gute 
Ubereinstimmung mit den anderen. 

Die Werte nach Bertrand finden sich in Kolonne 4 zu- 
sammengestellt. In 14 von 17 Fillen ist der Wert identisch 
mit dem Maquenne-Wert, in Versuch 13 und 20 zu niedrig 
(Verlust, da niedriger als Tachau?), in Versuch 19 etwas 
zu hoch. 


) E. Frank und S. Isaac, Arch. f. exper. Path. und Pharmak., 
Bd. 64, S. 293. 
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In den Versuchen 16—19 und 22 handelt es sich um Zu- 
satz von Zucker zu den vergorenen Filtraten von Versuch 5, 
8, 14, 15 und 21. Die Werte in den Kolonnen 2—4 zeigen 
cute Ubereinstimmung untereinander, die Werte nach Tachau 
sind in den Hundeblutversuchen auch hier zu klein. 

Da nun an reinen Zuckerlésungen die vier Verfahren 
absolut gleiche Werte ergeben, so zeigt sich, daf in den Blut- 
filtraten irgend eine Substanz vorhanden sein mubf, die das 
Ausfallen des Quecksilbers hindert. Die richtigsten Werte gibt 
hier die Polarisation. 

Zusammenfassend kOnnen wir sagen, dah Polarisation und 
Kupferreduktion in der Regel tibereinstimmende Werte ergeben. 
Zur exakten Polarisation gehort auBer einem genauen Apparat, 
wie er der Klinik nicht immer zur Verfiigung steht, eine auber- 
ordentliche Ubung, die sich nicht jeder erwerben kann. 

Was die Kupferreduktionsverfahren anbelangt, so stimmen 
Maquenne und Bertrand tberein. Da nun das Verfahren 
nach Maquenne erheblich einfacher und kiirzer ist und auch 
von dem weniger Geiibten leicht ausgefiihrt werden kann, so 
stehen wir nicht an, das Maquennesche Verfahren aufs wiirmste 
zu empfehlen. 

Ob man mit Eisen in der Ausfiihrung von Méckel und 
Frank oder fiir das Gesamtblut besser nach Rolly und 
Oppermann enteiweifen will, oder, wie es sich in hiesigem 
Institut praktisch erwiesen hat, nach Schenck in der von 
Tachau angegebenen Form, bleibt dem Einzelnen iiberlassen. 

Noch einige Bemerkungen tiber die «Restreduktion>. 

Wir haben schon erwaéhnt, und das zeigt sich in den 
Kolonnen 10 und 11 der Tabelle 1, daB wir in 13 Versuchen 
weder Drehung noch Reduktion in den nach der Girung stark 
(auf etwa das urspriingliche Blutvolumen) eingeengten Filtraten 
gefunden haben. Anfangs haben wir nur '/2—1 g Hefe auf 
die in Tabelle 2 angegebene Filtratmenge verwandt. In Ver- 
such 2 haben wir alte, trockene Hefe benutzt, und aus der 
nicht erfolgten Vergaérung ersehen, dai bei den geringen 
Zuckermengen, um die es sich handelt, und bei der grofen 
Verdiinnung nur frische Hefe wirksam verwendet werden kann. 
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Nach dem Erscheinen der erwaéhnten Arbeit von P. Mayer 
nahmen wir grodBere Mengen Hefe (5 g), so dab wir nach der 
Einengung auf 50 ccm eine, auf den urspriinglichen Hefegehalt 
bezogen, 10°/oige L6sung erhielten, wiihrend die entsprechende 
Zahl bei Mayer 12,5°/o betraigt. Wir sahen auch jetzt keine 
Spur von Drehung und bei Verwendung von 40 ccm der ein- 
geengten Losung keine Spur einer Reduktion nach Maquenne. 

Danach sind wir geneigt, die abweichenden Angaben von 
Paul Mayer darauf zuriickzufiihren, dab Mayer andere Hefe- 
arten verwendet hat. 

Nach dem Erscheinen der Arbeiten von Bang itiber seine 
neue Mikromethode haben wir diese alsbald einer Priifung 


unterzogen. 
Hier mégen einige Vergleichszahlen angefiihrt sein: 


Bang II. Maquenne 

Hund 0,081 0,073 
> 0,088 0,081 
0,080 0,080 
0,085 0,086 
> 0,072 0,066 
Mensch 0,123 0,111 

» 0,101 0,093 . 


Daraus ergibt sich, daB die nach Bang erhaltenen Werte 
in der Regel etwas hoéher sind, doch iibersteigt diese Differenz 
niemals 10°/o; in zwei Fiillen zeigt sich Ubereinstimmung. Da 
Bang selbst die obere Grenze des Normalen bei seiner Methode 
mit 0,11°/o angibt, was wir bestaétigen koénnen, man sonst 
aber fiir das Gesamtblut 0,10°/o anzunehmen gewohnt war, 
so diirften die Ergebnisse dieser Methode wohl als um 10°/o 
zu hoch anzusehen sein. : 

Im iibrigen hat sich uns die Methode in vielen hundert 
Bestimmungen ausgezeichnet bewdhrt, nachdem wir anfangs 
mit einigen Schwierigkeiten gekiimpft haben. 

Wir kénnen also zusammenfassend sagen: 

1. Die Reduktions- und Polarisationswerte werden prak- 
tisch ausschlieBlich durch die vorhandene Menge Traubenzucker 
bestimmt: nach der Vergiirung zeigten die Blutfiltrate weder 
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Reduktion noch Drehung. Optische Aktivitit trat auch bei Ver- 
wendung von abnorm groBen Hefemengen im Gegensatz zu den 
Beobachtungen Paul Mayers nach vollstindiger Vergirung 
niemals auf. 

2. Zuckerbestimmungen durch Polarisation und Kupfer- 
reduktion stimmen ftir Menschen- und Hundeblut gut iiberein. 

3. Fiir diese Blutarten liefern Reduktion nach Maquenne 
und Bertrand meist identische Werte: die Maquennesche 
Methode ist daher ihrer Einfachheit und Sicherheit wegen bei 
Blutmengen iiber 10 ccm vorzuziehen. 

4. Das Tachausche Verfahren liefert fiir Menschenblut 
gute, fiir Hundeblut etwas zu niedrige Werte. 

5. Fiir klinische und sicher auch fiir die meisten experi- 
mentellen Untersuchungen ist die Bangsche Mikromethode den 
iibrigen Methoden durchaus ebenbiirtig und erlaubt besonders 
fortlaufende Untersuchungen wegen der minimalen, dazu _be- 
nodtigten Blutmengen. 

Hierdurch geht ihr Anwendungsgebiet tiber das der iibrigen 
Methoden sicherlich weit hinaus. 

6. Aus dem verschiedenen Verhalten der Tachauschen 
Methode beim Menschen und beim Hunde, und ebenso auch 
aus der friiher verdffentlichten Beobachtung A. LObs!) am 
Schweineblut, bei dem die Maquennesche Methode versagte, 
geht hervor, dali sich allgemein giiltige Regeln fiir die Be- 
stimmung des Blutzuckers nicht aufstellen lassen. 

Vielmehr erscheint es notwendig, fiir jedes neue An- 
wendungsgebiet der Blutzuckerbestimmung sich von der Brauch- 
barkeit der einzelnen Methoden besonders zu iiberzeugen. 


Anhang. 


Zuckerbestimmung nach Lehmann-Maquenne, wie 
sie seit Jahren im hiesigen Institut tiblich ist. 

In einem Jenenser Erlenmeyer-Kolben von !/2 Liter 
Inhalt mischt man je 10 cem der beiden Fehlingschen Lésungen. 
Dazu gibt man die zu untersuchende Zuckerlésung, deren Vo- 





!) Biochem. Z., Bd. 49, S. 413, 1913. 
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Protokollauszug. — Tabelle II. 
1 2 | 3 | 4 | 5 6 _ 7 | 8 9 oe 
Ne Menge | deen | Filtate | ggenetes | opaer | Maquenne | Bertrand | Tachau 
des | pt | Fallune | menge |anfoefallt elpolarisation verbrauchte | ,__verbrauchte a ait” a 
. | Fallung | aulgetult au N/o-Jodlisung | Permanganatlésung  Quecksi 
Versuchs ccm | ecm | cem | ecm % | ccm | ccm | & 
1 | 7 | 1950 700 | 50 015 | 22 _ 0,0647 | Hund 
2 | 70 1950 700 | 50 015 | 2 -- 0,0641 ? 
3 | 70 1950 675 | 50 014 | 1,75 — 0,0639 ' 
H 4 | 100 2700 1000 50 030 | 45 ws 0,0893 > 
;- 5 | 120 2770 1000 | 50 022 | 2,7 — 0,0557 ‘ 
a 6 | 100 2700 950 | 50 017 | 26 - 0,0581 > 
an 7 | 120 2770 1000 | 50 010 | 1,5 — 0,0593 > 
= 8 120 2820 1000 50 0,26 | 3,85 ~- 0,0432 > 
= 9 | 120 2870 1000 | 50 021 | 3,5 4,0 0,0529 > 
: 10-200 5500 | 2000 50 046 | 60 3,8 ~- > 
< 11 | 200 5500 | 1835 50 0,16 | 3,3 21 0,0642 > 
2 12 | 200 5470 | 1935 50 033 | 7,7 | 2,4 0,0528 , 
© 13 | 200 5470 2000 50 031 | 44 | 25 0,0698 : 
= 14 | 200 5470 1850 50 0,24 3,7 | 2,4 0,0487 > 
i 15 200 5470 | 1850 50 0,20 30 ~s 3,9 — > 
> 16 — os — | - 0.36 5,2 3,45 0,0249 > 
- | we _ _ sah 0,35 5,35 6,6 = > 
18 — — _ _ 0,21 3,0 3,75 0,0551 > 
19 = -_ ies 057 | 84 5,6 0,0416 > 
20 100 600 460 50 0,30 4.5 4,7 0.0349 Mensch 
21 200 5600 2000 50 0,16 25 3,4 0,0582 > 
wo 22 jet - _ ~ 0,42 6,2 3,7 — » 
ON 23 100 600 500 100 0,14 4.0 25 0,0430 » 
24 94 564 515 100 0,16 4,7 3,0 0,02 46 > 
25 85 520 400 50 0.28 4.6 3.0 0.0292 > 
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lumen nicht mehr als 40 ccm betragen darf. Das Gesamt- 
volumen der Fliissigkeit soll 60 cem betragen. Das Gemisch 
wird 2 Minuten im Sieden erhalten und dann soweit unter der 
Wasserleitung abgekihlt, daB beim Zugeben von 20°/oiger 
Jodkaliumlésung und 20 ccm 25°/oiger Schwefelsiure (Reihen- 
folge nicht umkehren) eine handwarme Lésung entsteht. Man 
fiigt nunmehr nicht zu wenig Starkeldsung hinzu und titriert 
mit "/10-Thiosulfatldsung das freigewordene Jod zuriick. Durch 
eine Leerbestimmung ermittelt man die Menge " 10-Natriumthio- 
sulfat, die ndtig ist, um das durch 20 ccm Fehlingsche Lésung 
freigemachte Jod zu binden. (Sie betrigt bei richtig einge- 
stellten LOsungen 27,8 ccm.) Von diesem Wert zieht man die 
in der ersten Bestimmung gefundene Anzahl Kubikzentimeter 
n/yo-Thiosulfatlosung ab und entnimmt der folgenden Tabelle 
den entsprechenden Zuckerwert: 


1 ccm = 3,1 mg Glukose 15 ccm = 49,3 mg Glukose 
2 >» = 62 » > 16 >» = DPB » > 
3 >» = 93 » > 17 » = 563 » > 
f£ >» =125 » > 18 » = 598 >» > 
> » = 15.7 » > 19 » = 63,3 » > 
6 » =19,0 >» > 20 » = 669 » > 
7 > = 223 » > 21 » = 70,7 » > 
S >» = 256 » > 22 > == 745 » > 
9g > = 289 » > 23 > = 785 » > 
10 » = 32,3 » > 94 » = R25 » > 
11 > —— 35,7 > > 95 > = 86,5 > >» 
12 > = 39,1 >» > 26 » = 90.6 » > 
i3 » = 42,5 » : 27 » = 948 >» > 
14 >» = 459 >» > 











Uber synthetische Zuckerbildung in der kiinstlich 
durchstrémten Leber. 


Von 


Gustav Embden, Ernst Schmitz und Maria Wittenberg. 





Mit 13 Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem stiadtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 


cod 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Oktober 1913.) 


In einer kiirzlich veréffentlichten Untersuchung konnte 


gezeigt werden,!) daB d-l-Glycerinaldehyd durch gewaschene - 


Blutkérperchen vom Hunde mit auferordentlicher Schnelligkeit 
in Milchséure umgewandelt wird, wihrend die dem Glycerin- 
aldehyd entsprechende Ketose, das Dioxyaceton, entweder gar 
nicht oder doch in weitaus geringerem Mafie als Glycerinaldehyd 
dieser Umwandlung unterliegt. 

Die aus Glycerinaldehyd gebildete Milchsaiure bestand aus 
einem Gemenge von d-l-Milchsdéure und |-Milchsaiure, wahrend 
aus Traubenzucker unter genau den gleichen Versuchsbedin- 
gungen ausschlieflich d-Milchséure entstanden war. 

Auch bei der kiinstlichen Durchstr6mung der Leber unter 
Glycerinaldehydzusatz bildete sich sehr reichlich Milchsaure. 
Am Schlusse des Versuches konnte aus dem Durchblutungs- 
blut nur d-l-Milchséure isoliert werden. 

Da von vornherein im Durchblutungsblut eine nicht un- 
erhebliche Menge d-Milchséiure vorhanden gewesen war, war 
also auch waéhrend der Leberdurchblutung die unnatiirliche 
|-Komponente iiberwiegend gebildet worden. 

Aus Dioxyaceton bilden die Blutkérperchen des Hundes, 
wie bereits eben erwiahnt, nur in sehr geringem Umfange 
Milchsiiure, so da das optische Verhalten der entstandenen 


'‘) Embden, Baldes und Schmitz, Uber den Chemismus der 
Milchséurebildung aus Traubenzucker im Tierkérper. Biochem. Z., Bd. 45, 
S. 108, 1912. 
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Milchsiure nicht mit voller Sicherheit festgestellt werden konnte. 

In der kiinstlich durchbluteten Leber bildete Dioxyaceton 
sehr viel starker Milchséure als beim bloBen Stehen ge- 
waschener Hundeblutkérperchen. 

Aus der Versuchsfliissigkeit konnte hier ausschlieSlich 
natiirliche d-Milchséiure gewonnen werden. 

Unterdessen konnte A. Loeb’) in einer im hiesigen In- 
stitut ausgefiihrten Arbeit zeigen, daf die Blutkérperchen vom 
Schwein weitaus stirker als die des Hundes aus Dioxyaceton 
Milchsiure bilden. In Ubereinstimmung mit dem Verhalten 
des Dioxvyacetons bei der Leberdurchblutung konnte hier aus- 
schlieBlich d-Milchsaure als Umwandlungsprodukt des Dioxy- 
acetons isoliert werden, wie aus einer Arbeit W. Griesbachs?) 
hervorgeht. 

Die sicher feststehende Tatsache, dafi der Hauptweg des 
Traubenzuckerabbaus tiber Milchsdéure fiihrt und zwar aus- 
schlieBlich iiber d-Milchséure, und die weitere Beobachtung, 
daB Glycerinaldehyd unter denselben Versuchsbedingungen wie 
Traubenzucker und in weitaus starkerem Mafie als die letzt- 
genannte Substanz Milchsdéure bildet, lief uns die bereits friiher 
Ofters ausgesprochene Vermutung, dai Glycerinaldehyd ein 
Zwischenprodukt des Traubenzuckerabbaues zu Milchsiéure sei, 
eingehend in Erwigung ziehen. 

Auf den ersten Blick erschien es allerdings befremdlich, 
dafi Glycerinaldehyd nicht wie Traubenzucker reine d-Milch- 
siure bildete, sondern ein Gemenge von d-Milchséure und 
l-Milchséure, in dem die letztere tberwog. 

Wenn wirklich Glycerinaldehyd als Abbauprodukt des 
Traubenzuckers in Betracht kommen sollte, so hitte er unseres 
Erachtens wie Traubenzucker reine d-Milchsiiure bilden miissen. 

Nun hatten wir aber unsere Versuche mit dem bisher 
ausschlieBlich zuginglichen d-l-Glycerinaldehyd vorgenommen, 





') A. Loeb, Uber die Milchsadurebildung aus Traubenzucker, Gly- 
cerinaldehyd und Dioxyaceton im Rinder- und Schweineblut, Bioch. Z., 
Bd. 50, 1913, S. 451. 

*) W. Griesbach, Uber Milchsdurebildung aus Kohlenhydraten 
im lackfarbenen Blute, ebenda, S. 457. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 15 
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und auf diesen Umstand glaubten wir es zuriickfiihren zu 
diirfen, dafi die von der aus Traubenzucker gebildeten Milch- 
siure sterisch abweichende Form mitentstanden war. Wir 
gelangten zu der Vorstellung, dafi der optisch einheitliche 
Glycerinaldehyd, wie er bei einer Aldoldepolymerisation des 
Traubenzuckermolekiils in seiner Mitte auftreten wiirde, wie 
Traubenzucker selbst unter dem Einflu8 tierischer Gewebe in 
reine d-Milchséure tibergehen wiirde. Diese Vorstellung konnte 
nur zu Recht bestehen, wenn die optische Natur der aus Gly- 
cerinaldehyd entstehenden Milchséure von der sterischen Be- 
schaffenheit des Glycerinaldehyds abhangig ist. Sollte aber die 
optische Natur des Glycerinaldehyds bestimmend auf das op- 
tische Verhalten der aus dem Glycerinaldehyd entstehenden 
Milchsiiure einwirken, so mufte nach unserer Anschauung die 
asymmetrische Beschaffenheit des Glycerinaldehydmolekiils in 
allen Phasen seiner Umwandlung zu Milchsaure erhalten hleiben.') 

In dieser Anschauung wurden wir bestarkt durch die 
Beobachtung, dafi Glycerin in der kinstlich durchstrémten 
Leber reichlich natiirliche d-Milchsaure bildet.2) Es lag min- 
destens sehr nahe, anzunehmen, dafi der Abbau des Glycerins 
in der Leber beginnt mit einer Oxydation zu Triose, und die 
Leichtigkeit, mit der nach ilteren und neueren Untersuchungen 
Glycerin sich im Organismus in Traubenzucker umwandelt, 
wire am einfachsten verstandlich, wenn etwa zwei Molekiile 
oxydativ aus Glycerin entstandenen Glycerinaldehyds sich 
direkt zu Traubenzucker kondensierten. 

Wir haben bereits in einer friiheren Untersunchung da- 
rauf hingewiesen, daf die intermediire Bildung von Glycerin- 
aldehyd beim Traubenzuckerabbau zu Milchséure dann noch 
sehr viel wahrscheinlicher erscheinen wiirde, wenn es gelinge, 
zu zeigen, daB der umgekehrte Prozef, d.h. eben die Syn- 


1) Auf die seitdem geauferten abweichenden Anschauungen C. Neu- 
bergs und die von H. Dakin auf Grund seiner Untersuchungen ge- 
iuferten Vorstellungen wird an einer anderen Stelle einzugehen sein. 

?) Oppenheimer, Siegfried, Uber Milchsdurebildung in der 
kiinstlich durchstrémten Leber. II. Mitteilung. Biochem. Zeitschr., Bd. 45, 
S. 30, 1912. 
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these von Traubenzucker aus Glycerinaldehyd mit besonderer 
Leichtigkeit vor sich geht,!) und wir konnten auf damals 
freilich noch nicht abgeschlossene Versuche hinweisen, die in 
diesem Sinne zu sprechen schienen. 

Seitdem ist Parnas?) der Nachweis gelungen, daf 
Glycerinaldehyd in der kiinstlich durchstrémten Schildkroéten- 
Jeber reichlich Glykogen bildet. 

Dieser Autor scheint allerdings der Ansicht zuzuneigen, 
daf der Glycerinaldehyd nicht durch direkte Aldolkondensation, 
sondern auf dem Umwege iiber Glycerinsiure, Glykolaldehyd- 
carbonsaure und Glykolaldehyd in Traubenzucker tibergeht, und 
betont dementsprechend, daB er eine Stiitze fiir die Annahme, 
da8 Glukose im tierischen Organismus zu Glycerinaldehyd zer- 
fallt, in seinen Befunden nicht erblicken kénne. 

Die eben geschilderte Anschauung von Parnas hat 
neuerdings C. Neuberg’) stark betont. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns die Aufgabe 
gestellt, in erster Linie die Triosen auf ihre Fiahigkeit zur 
Zuckerbildung in der isolierten Leber zu untersuchen, und 
namentlich auch die Frage zu entscheiden, auf welchem Wege 
diese Zuckerbildung erfolgt. 

Wir nahmen unsere samtlichen Versuche an der Séuge- 
tierleber und zwar ausschlieBlich an der des Hundes vor, 
einmal deswegen, weil uns am Saugetierorganismus gewonnene 
Erfahrungen weit eher als Versuche am Kaltbliiter auf den 
Menschen iibertragbar erschienen und vor allem auch des- 
halb, weil sich bald herausstellte, daf die kiinstlich durch- 
blutete Hundeleber, wenigstens unter den von uns gewahlten 
Versuchsbedingungen, aus sehr viel weniger zahlreichen Sub- 
stanzen in deutlich erkennbarer Weise Zucker zu bilden im 
stande ist, als z. B. die Schildkr6étenleber. 





1) Embden, Baldes, Schmitz, 1. c., S. 127. 

*) Parnas, J., Uber Bildung von Glykogen aus Glycerinaldehyd 
in der Leber. Centralblatt fiir Physiologie, Bd. 26, S. 671, 1912. 

5) Neuberg, C., Die Garungsvorginge und der Zuckerumsatz in 
der Zelle. Jena 1913, S. 21. Siehe auch Oppenheimers Handbuch der 
Biochemie, Erginzungsband 1913, S. 589. 


15* 
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Fiir die Entscheidung mancher Frage ist sicherlich die 
starkere Beeintrachtigung der kiinstlich durchbluteten Hunde- 
leber in ihren natiirlichen Lebensfunktionen von grofem 
Nachteil. 

Im vorliegenden Falle aber, wo es sich nicht darum 
handelte, etwa die Frage zu entscheiden, aus welchen Sub- 
stanzen in der Jebenden Leber tiberhaupt Zucker synthetisch 
gebildet werden kann, sondern vielmehr darum, aus welchen 
Koérpern eine solche Kohlenhydratsynthese mit besonderer 
Leichtigkeit erfolgt, schien uns die grdfSere Empfindlichkeit 
der Hundeleber gegen die mit der Trennung vom Gesamt- 
organismus verbundene Schiidigung von besonderem Vorteil 


zu sein. 


Methodik. 


Eine gewisse Schwierigkeit fiir unsere Versuche war da- 
durch gegeben, daf die Hundeleber auch im Zustande véolliger 
Glykogenfreiheit bei der kitinstlichen Durchstr6mung schon 
ohne jeden Zusatz zum Durchblutungsblute sehr deutlich 
Zucker bildet.') 

Wir haben daher zunichst festgestellt, wie in einer 
glykogenfreien oder doch aéuferst glykogenarmen Leber wahrend 
einer kurzen Durchstrémung die Zuckerbildung zeitlich ver- 
liiuft, um auf die so gewonnenen Normalkurven unsere Zusatz- 
versuche aufzubauen. 

Im einzelnen gingen wir folgendermafen vor: 

Hunde — an Gewicht von etwa 6—10kg — wurden 
wiihrend 3—31/2 Tagen, ohne daf sie Nahrung erhielten, drei- 
mal taglich mit maximalen Phloridzindosen subcutan behandelt. 
Die Durchblutung geschah in den Versuchen dieser Arbeit, um 
eine von vornherein mdéglichst zuckerarme Durchstrémungs- 
fliissigkeit zu verwenden, nicht mit Vollblut, sondern mit einer 
Suspension von gewaschenen Hundeblutkérperchen in zucker- 
und bicarbonatfreier Ringerlésung. 


') Embden, G., Uber Zuckerbildung bei kiinstlicher Durchblutung 
der glykogenfreien Leber. Hofmeisters Beitrige, Bd. 6, S. 44, 1905. 
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Die Herstellung der Durchstrémungsfliissigkeit geschah 
in folgender Weise: 

Ein oder mehrere normale grofe Hunde, die am Ver- 
suchstage ohne Nahrung blieben, wurden in Athernarkose aus 
beiden Carotiden entblutet, das in einem sterilen, eisgekiihlten 
Gefa8 aufgefangeue Blut durch Schlagen defibriniert, durch 
sterile Gaze koliert und auf einer groben Kosselschen Zentri- 
fuge unter Zusatz von eisgekihlter Ringer-L6sung zentrifugiert. 

Nach dem Absaugen des durch die Ringer-Lésung von 
vornherein verdiinnten Serums wurden die Blutkérperchen noch 
zweimal im Zentrifugenglas mit mdglichst viel Ringer-L6ésung 
gut durchgerihrt und jedesmal wieder zentrifugiert. Nach der Ent- 
fernung der letzten Ringer-Loésung wurden die Blutkérperchen 
mit neuer Ringer-Lésung auf °*/4 des urspriinglichen Blut- 
volumens aufgefiillt. Mitderso gewonnenen Fliissigkeit wurde die 
Durchstr6mung vorgenommen. Ihre Menge betrug meist etwas 
mehr als 2000 ccm. Im einzelnen ist sie aus der Tabelle am 
Schlusse der Arbeit ersichtlich. 

Mit einem Teil der DurchstrOmungsfliissigkeit wurde un- 
mittelbar vor dem Versuchsbeginn eine Zuckerbestimmung vor- 
genommen. 

Die Verinderungen des Blutzuckergehaltes wahrend der 
Durchstr6mung wurden von 10 zu 10 Minuten untersucht. 
Jedesmal wurden 70—80 ccm des aus der Lebervene ent- 
strOmenden Blutes entnommen. 

Meist dauerten die Durchblutungsversuche 70—80 Minuten, 
so daf wahrend des Verlaufs bezw. am Schlusse der Durch- 
strémung 7—8 Blutentnahmen vorgenommen wurden. 

Zur Fillung des Blutes, die natiirlich sofort nach der 
Entnahme ausgefiihrt wurde, bedienten wir uns der Eisen- 
methode von Michaelis und Rona (in einer Reihe friiherer 
Versuche auch des Schenckschen Verfahrens). 

Das Blut wurde bei der Eisenfallung in ca. 700 ccm 
destilliertes Wasser eingegossen und, sobald es lackfarben ge- 
worden war, im diinnen Strahl und unter dauerndem Schiitteln 
mit 200 oder 250 ccm kolloidaler Eisenhydroxydlésung versetzt 
und schlieBlich nach 10 Minuten langem Stehen mit 15 bis 
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30 ccm einer Natriumsulfatldsung die bis dahin fast klar ge- 
bliebene Flissigkeit gefillt. (Die Natriumsulfatl6sung war durch 
Auflésen von 300 g Natriumsulfat in 600 ccm Wasser herge- 
stellt.) Nur selten erwiesen sich kleine Abweichungen von 
diesem Verfahren oder Nachfallungen der gewonnenen Filtrate 
mit ganz geringen Mengen Eisenlésung als notwendig. 

Die einzelnen Fallungen in jedem Versuch wurden in 
genau gleicher Weise ausgefiihrt. 

Die Fliissigkeiten blieben entweder tiber Nacht im KEis- 
schrank stehen oder wurden noch am Tage des Versuchs 
filtriert und je 600 ccm der vollig klaren und farblosen Filtrate 
bei schwach salzsaurer Reaktion und einer 45° nicht tiber- 
steigenden Temperatur des Heizwassers im Vakuum auf ein 
geringes Volumen eingeengt und wieder auf genau 50 ccm 
aufgefiillt. ') 

Mit einigen Tropfen starker Natronlauge wurde die Fliissig- 
keit deutlich alkalisch gemacht, von dem sich stets in geringer 
Menge abscheidenden Niederschlag abfiltriert und meist an 
40 cem der Fliissigkeit die Titration des Zuckers nach Leh- 
mann-Maquenne vorgenommen. 


Versuchsergebnisse. 


In der nachfolgenden Tabelle 1 sind 8 Versuche zu- 
sammengestellt, aus denen der Verlauf der Zuckerbildung bei 
der Durchblutung der vollig oder nahezu glykogenfreien Hunde- 
leber mit der oben beschriebenen Durchstrémungsfliissigkeit 
ohne weiteren Zusatz hervorgeht.?) (Siehe folgende Tabelle.) 

In der ersten mit O bezeichneten Kolonne ist der An- 
fangszuckergehalt des Blutes angegeben. In 7 von den 8 Ver- 
suchen ist er auferordentlich gering, er schwankt zwischen 
0,00 und 0,015°/o. Nur in Versuch 6 war offenbar die Waschung 


‘) In einem Teil der Versuche wurde die eingeengte Fliissigkeit 
zunichst im 4 dm-Rohr polarimetrisch untersucht. 

*) In den Versuchen 3—8 wurde die Durchstrémungsfliissigkeit 
eine halbe Stunde nach Versuchsbeginn zwecks besserer Vergleichbarkeit 
mit den spateren Versuchen mit 200 ccm Ringer-Lésung verdiinnt. 
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4 Nr. |Zuckergehalt in ssi der Durchstromungsfliissigkeit ee 
r des /Vor Ver- Nach Nach | Nach | Nach | Nach | Nach Nach | Nach _ a 
, Ver-}suchs- 10 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | ‘rere 
i suchs] beginn | Min. | Min. | Min. | Min. | Min. | Min. | Min. | Min. of, 

p : : 

; 1 0 0,016 0,024 0,027] 0,032) 0,036) 0,042)? | 0,049) 0,022 
i 2 0 0,029 0,034 0,038] ? | 0,046 0,051] 0,053 0,057] 0,019 
| 3 | 0,005 0,017 0,019 0,023) 0,024! 0,027) 0,031) 0,035) 0,036] 0,018 
: 4 | 0,002 0,021 0,024 0,022) 0,027] 0,031) 0,034| 0,036 0,039} 0,017 
5 | 0,004 0,017) 0,019 0,023} 0,027) 0,029) 0,030) 0,034 0,035] 0,012 
4 6 | 0,040 0,040) 0,054 0,056} 0,052) 0,055) 0,058) 0,063, — | 0,007 
: 7 | 0,015 0,041) 0,047, 0,054} 0,057| 0,057] 0,063| 0,062. — | 0,008 
5 8 | 0,003 | 0,007) 0,009 0,016} 0,021) 0,022) 0,029! 0,027) — } O11 














der Blutkérperchen eine weniger vollkommene, hier betriigt 
der Blutzuckergehalt 0,040°/o. Aus der Tabelle und deutlicher 
noch aus den Diagrammen der einzelnen Versuche geht hervor, 
daB die Kurve der Zuckerbildung im Leerversuche recht cha- 
rakteristisch verlauft. 
Im allgemeinen steigt 
der Zuckergehalt in der 
ersten Zeit der an ees eae GE GR ee as 
Durchblutung relativ | 

















o. (| | 
steil an, in der nach- a — | , | 
folgenden Versuchs- x= 40> T io | “| 
periode erfolgt der An- & i oe - 
stieg erheblich lang-’S | | | | | 
samer, namentlich nach § ee” ne ene 
Ablauf der ersten2Q0Mi-& »| 7, | | j | | | 
nuten. So ist in Ver- | | ie oe coe 
such 1 z. B. wiahrend 0.0 2 30 40 50 8 7 8 
der ersten 10 Minuten Zeit in Minaten 
der Zuckergehalt von Versuch 1. 


0,00°/o auf 0,016°/o angewachsen, in den zweiten 10 Minuten 
steigt er um 8 Milligrammprozente. Die Zuckerbildung in den 
fulgenden Perioden schwankt von 3 Milligrammprozent bis 
6 Milligrammprozent pro 10 Minuten. 
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Die Gesamtzucker- 
bildung in der zwei- 
ten Versuchsperiode, 
d. h. nach Ablauf der 
erstenhalbenStunde, 
betragt 0,022°/o. 

In den folgenden 
| Versuchen ist der 

| Verlauf der Zucker- 
0 0 20 3 «0 5 6 20 & bhildung im allge- 
Zeit in Minuten meinen ein recht pi 
ee ahnlicher und im & 
einzelnen namentlich 
aus den Kurven er- 
sichtlich. 
; | In den Versuchen 
acy 1—5 schwankte die 
J 
50 
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| | Zuckerbildung in den 
ob 2 bill Fa il 7 letzten 50 Minuten, 
d. h. nach Ablauf der 


Versuch 3. 
ersten halbenStunde, 


zwischen 0,022 °/o in 
dem bereits bespro- 
chenen Versuch 1, 
und 0,012°/o in Ver- 
such 5. In den Ver- 
ae ane nee cea or suchen 6—8 dauerte 

0 0D 0 30 0 50 6 D0 &M  ., 
Zeit in Minuten im ganzen die Durch- 
Versuch 4. strémung nur 70 Mi- 
nuten; so dafi hier 
sich die Zahlenan- 
gaben fiir die Zucker- 
bildung in der zwei- 
ten Versuchsperiode 
auf 40 Minuten be- 

ziehen. Hier 

schwankt die Zucker- 
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bildung in dieser zweiten Versuchsperiode zwischen 0,007 
und 0,011 °/o. 
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Tabelle 2. — Glycerinversuche. 
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Nr. | Zuckergehalt in Prozenten der Durchstrémungsfliissigkeit ete 


des [Wor Ver) Nach| Nach Nach |Nach [Nach [Nach Nach [Nach er zweiten 
Ver-| suchs-| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 ae 
Suchs] beginn | Min. | Min. Min. | Min. | Min.| Min. Min.| Min.] 9, 























9 | 0,016 0,023) 0,032 0,038) 0,040! 0,048| 0,055 0,061, — | 0,028 
10 | 0 | 0,020, 0,023) 0,029| 0,031) 0,039! 0,043 0,051 0,059] 0,080 
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Zeit in Minuten Zeit in Mmuten 
Versuch 9. Versuch 10. 


In Tabelle 2 sind die Ergebnisse zweier Versuche unter 
Zusatz von 6 bzw. 8 g Glycerin in 200 ccm Ringer-Lésung 
wiedergegeben. Der Zusatz der Substanz erfolgte wie in samt- 
lichen Versuchen dieser Arbeit erst nach Ablauf der ersten 
30 Minuten. 

Die zweite Versuchsperiode, d. h. die unter Glycerinzusatz, 
dauerte in Versuch 9 nur 40 Minuten, in Versuch 10 50 Minuten. 
Die Zuckerbildung wahrend dieser zweiten Versuchsperiode 
betriigt in Versuch 9 0,023°/o, sie ist also merklich hoher als 
die Zuckerbildung wihrend der zweiten Versuchsperioden der 
mit Versuch 9 unmittelbar vergleichbaren Versuche 6—8. Der 
entsprechende Wert fiir die zweite Versuchsperiode von Ver- 
such 9 geht mit 0,030°/o ebenfalls merklich iiber den héchsten 
entsprechenden ohne Zusatz gewonnenen Wert (Versuch 1 
0,022°/o) hinaus. Wihrend der ersten 40 Minuten der zweiten 
Versuchsperiode trat in Versuch 10 eine Vermehrung des 
Zuckers um 0,022°/o ein, also fast genau um den gleichen 
Betrag wie in Versuch 9. 

Es scheint also, als ob Glycerinzusatz bei unserer Ver- 
suchsanordnung eine Steigerung der Zuckerbildung hervorruft, 
die allerdings so gering ist, daB wir diesen Versuchen einen 
entscheidenden Wert nicht beimessen mochten. 
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Bei Verabreichung an normale Tiere erweist sich Glycerin 
als ein besonders kréftiger Glykogenbildner und es vermag 
dementsprechend die Zuckerausscheidung beim Diabetes in hohem 
Mafe zu steigern. In der kiinstlich durchstrémten Schildkréten- 
leber bildet Glycerin ebenfalls sehr deutlich Glykogen. 

Wenn in unseren Versuchen die Zuckerbildung aus Gly- 
cerin nur duferst schwach war,!) so diirfte das wohl sicher 
darauf zuriickzufiihren sein, daf die Hundeleber unter den Be- 
dingungen der kiinstlichen Durchstr6mung weit schwerer in 
ihren Funktionen geschadigt ist, als die Schildkrétenleber, 
worauf oben bereits hingewiesen wurde. 

Auch d-l-Glycerinséiure und Glykolaldehyd vermégen, wie 
aus einer demnichst zu ver6ffentlichenden Arbeit hervorgeht, den 
Umfang der Zuckerbildung in der Leber nicht deutlich zu steigern, 
obgleich diese Substanzen nicht nur in der isolierten Schildkréten- 
leber, sondern auch bei ihrer Verabreichung an diabetische Hunde 
die Zuckerausscheidung auBerordentlich stark vermehren. 

Wir gehen nunmehr zur Besprechung unserer Versuche 
mit Dioxyaceton und d-l-Glycerinaldehyd iiber. 

Hier ergab sich eine technische Schwierigkeit insofern, 
als es galt, die gebildete Hexose neben noch vorhandenen 
Resten von Triose zu bestimmen. 

In besonderen Vorversuchen bemiihten wir uns zuniichst, 
die Lehmann-Maquennesche Methode fiir die getrennte Be- 
stimmung der Triosen und des Traubenzuckers zu _beniitzen. 

Wir stellten dabei die Tatsache fest, daf Trioselésung 
wahrend halbstiindigen Stehens mit Fehlingscher Lésung bei 
Zimmertemperatur das Maximum ihres Reduktionswertes er- 
reicht (sie reduziert dann gerade so stark wie nach zwei 
Minuten langem Kochen mit Fehlingscher Lésung). Trauben- 
zuckerlésungen von der geringen Konzentration, wie sie bei 
unseren Versuchen in Betracht kamen, rufen dagegen wahrend 
halbstiindigen Stehens bei Zimmertemperatur nur eine sehr 
geringfiigige Reduktion Fehlingscher Lésung hervor. 





') Eine Glykogenbildung findet, wie wir uns in vielen Versuchen 
an der glykogenfreien Leber tiberzeugt haben, in der kiinstlich durch- 
stromten Hundeleber wenigstens bei unserer Versuchsanordnung nicht statt. 
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In einer Mischung von Triose und Traubenzucker von 
bekanntem Gehalt an beiden Substanzen kann man daher den 
Traubenzuckergehalt mit leidlicher Genauigkeit bestimmen, 
wenn man einmal eine «Heifreduktion» ausfiihrt, d. h. zu 
20ccm Fehlingscher Lésung gemessene Mengen Triose- und 
Hexoselésung von bekanntem Gehalt bringt, mit Wasser auf 
60cem auffiillt, nun zum Sieden erhitzt und zwei Minuten im 
Sieden erhilt, um schlieBlich die Titration nach Lehmann- 
Maquenne vorzunehmen. 

Von dem bei der Heifreduktion gewonnenen Gesamt- 
wert fiir Traubenzucker und Triose zieht man den bei halb- 
stiindiger «Kaltreduktion» fiir Triose erhaltenen ab. Die 
Differenz zwischen Heif- und Kaltreduktion wird als Trauben- 
zucker nach der Maquenneschen Tabelle berechnet. 

Wie bereits erwahnt, gibt diese Methode, wenn man 
reine Traubenzuckerlésungen von bestimmtem Gehalt mit 
reinen Trioseldsungen mischt und nun sofort die Titration 
vornimmt, recht befriedigende Ergebnisse. 

Das ist aber nicht der Fall, wenn man Durchblutungs- 
blut, das Traubenzucker und Triose nebeneinander enthilt, 
untersucht. 

Entnimmt man wihrend der Durchblutung eine Blut- 
probe, deren eine Hialfte man sofort unter Anwendung des 
EKisenverfahrens in der oben geschilderten Weise weiter ver- 
arbeitet, wahrend man zur andern Halfte eine bekannte Menge 
Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton hinzufiigt, so ist stets der 
in der triosehaltigen Lésung fiir «Traubenzucker» ermittelte 
Wert zu hoch. Offenbar kommt es wahrend der Verarbeitung 
der Blutfiltrate bis zur Titration teilweise schon zu einer Um- 
wandlung der Triose, durch die die Triose dem Nachweis 
durch «Kaltreduktion» entzogen wird?). 

Wir haben daher teils neben den eben geschilderten 
titrimetrischen Versuchen, teils auch ohne Titrationen vorzu- 
nehmen, den Zuckergehalt polarimetrisch ermittelt. 


‘) Es diirfte sich vielleicht um eine geringe Hexosebildung aus 


Triose handeln. 











bei unseren Versuchen mit Dioxyaceton, 
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Dieses Verfahren lieferte sehr befriedigende Ergebnisse 


besprechen wollen. 


die wir zunachst 























Tabelle 3. — Dioxyacetonversuche. 
Nr. | Zuckergehalt in Prozenten der isnot nts caphant hte Zucker. 
des | Vor Nach Nach/Nach| Nach | Nach | Nach | Nach | Nach tee ol 
Ver- oe 10 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | Versuchs- 
suchs |) inn Min. Min. | Min.| Min. | Min. | Min. | Min. | Min. | P°0/,~ 
11 | 0,018 0,026 0,022 0, 035) 0,038 | (0, 123] (0,1: 30} [0, 156) [0,198}) [0,163] 
12 | 0,018 0,033 0,036 0,043 (0,081) [0,11i 5] (0,142): [0, 169) — [0,126] 
, [0,005 0,031 0,036 0,081 0,068 | 0,109 0,130 0,156 0,182] 0,151 
13 | | 
0,012 0,027 0,033 0,033, (0,082) (0, 104] [0,128] [0,219] (0,163}] [0,130] 
14 — 0,005 0,010 0,028 0,039 | 0,088 | 0,125 0,151 0,177] 0,149 
15 0 0,017,0,017 0,014 0,064 | 0,097 | 0,135 0,177 O,21S] 0,204 


Die 5 Versuche mit dieser Substanz sind in Tabelle 3 
Nr. 11—15 zusammengestellt. Auch hier erfolgte der Zusatz 
der Substanz erst nach 30 Minuten langer Durchstrémung ohne 
Zusatz, in Versuch 11 erst nach 40 Minuten. In den Ver- 
suchen 11 und 12 wendeten wir ausschlieflich das titri- 
metrische Verfahren an. Die nach dem Zusatz des Dioxy- 
acetons fiir Traubenzucker ermittelten Werte diirfen daher 
keinen Anspruch auf Zuverliassigkeit erheben. Immerhin sieht 
man, dai nach dem Zusatz des Dioxyacetons zum Durch- 
blutungsblut die bis dahin flach verlaufende Kurve wahrend 
der ganzen weiteren Versuchsdauer steil ansteigt. Die titri- 
metrisch ermittelte Zuckerbildung waéhrend der zweiten Ver- 
suchsperiode, d. h. nach dem Zusatz des Dioxyacetons, betragt 
in Versuch 11 0,163°/o, in Versuch 12 0,126°/o (in beiden 
Fallen dauerte die zweite Versuchsperiode 40 Minuten), also 
mehr als das Zehnfache als in den unmittelbar mit diesen Ver- 
suchen vergleichbaren Leerversuchen 6 bis 8 der Tabelle 1. 

Gr6éBeren Anspruch auf Zuverlissigkeit diirfen die Er- 
gebnisse der Versuche 13—15 machen, in denen die Zucker- 
bestimmung auf polarimetrischem Wege erfolgte. Zur polari- 
metrischen Untersuchung wurden die, wie gewohnlich, im 
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Vakuum eingeengten Blutfiltrate auf 50ccm aufgefiillt, nochmals 
bis zur volligen Klarheit filtriert und im 4 dm-Rohr untersucht. 

In der ersten Versuchsperiode, d.h. vor dem Zusatze 
des Dioxyacetons, sind die beobachteten Drehungswinkel so 
gering, daf die unvermeidlichen Beobachtungsfehler von + 0,01 
bis 0,02° von wesentlichem Einflu8 auf das Ergebnis sind. 
Nach dem Zusatz des Dioxyacetons steigen aber die Drehungs- 
werte von 10 zu 10 Minuten ganz erheblich an. In Versuch 
13 sind die polarimetrisch ermittelten Werte fettgedruckt, die 
nach dem Dioxyacetonsusatz titrimetrisch gewonnenen ebenso 
wie in allen tibrigen Versuchen eingeklammert. 

In der ersten Versuchsperiode stimmen, wenn wir von 
der sofort vorgenommenen Bestimmung absehen, die polari- 
metrisch und titrimetrisch gewonnenen Zahlen ausreichend 
miteinander iiberein, in der zweiten Versuchsperiode ist dies 
nur in einem Teil der Bestimmungen der Fall, was fraglos 
durch die obenerwahnte Fehlerhaftigkeit der titrimetrischen 
Bestimmung hervorgerufen ist. 

Die polarimetrische Bestimmung ergibt in Versuch 13 
wihrend der ersten Versuchsperiode nach Ablauf von 10 Mi- 
nuten kaum einen deutlichen Anstieg (Zuckergehalt nach 10, 
20 und 30 Minuten 0,031°/o; 0,036°%/o, 0,031°/o), der nun er- 
folgende Dioxyacetonzusatz bewirkt in 10 Minuten einen An- 
stieg des Zuckers auf 0,068°/o. Dieser Anstieg dauert wahrend 
der ganzen zweiten Versuchsperiode an, um am Schlusse des 
Versuches den Wert von 0,182 zu erreichen. Ganz ahnlich 
liegen die Verhiltnisse in den Versuchen 14 und 15. Der 
Endwert betrigt in Versuch 14 nach Ausweis der polarime- 
trischen Bestimmung 0,177°/o, in Versuch 15 gar 0,218°/o. 

Die polarimetrisch ermittelte Zuckerbildung wahrend der 
zweiten Versuchsperiode betrug in den_ letztbesprochenen 
drei Versuchen 0,151°/o, 0,149°/o und 0,204°/o, gehorte also 
einer ganz anderen Gréfenordnung an, wie in entsprechenden 
Leerversuchen. Die Beeinflussung der Zuckerbildung durch den 
Dioxyacetonzusatz geht auch sehr deutlich aus den auf Grund 
der polarimetrischen Untersuchung dargestellten Diagrammen 


der Versuche 13—15 hervor. 
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q Ein Anteil von dem gleichen Filtrat, das fiir die letzten 
a Bestimmungen dieser Versuche zur polarimetrischen Unter- 


suchung verwendet 90-4 
wurde, wurde in diesen oe ae ee ee oe: eee J 
drei Versuchen  ver- ; | of | f | 
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0,359 und 0,34° be- 
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keit mit einigenTropfen 7 : ) | 
kolloidalen Eisenhydro- = 4 | _ | 
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Filtrates bei schwach = gg—_,-____4 + | 
saurer Reaktion im 2 | ; | | V5 — 
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untergenaudengleichen 3 en a i a 
Bedingungen wie die 3 | | | ef 
nicht vergorenen FS = rT T/T 
Fliissigkeiten polari- 80- + os es “ 
siert. Inden Versuchen N - | ez 
13 und 14, in denen die | | | 
abgelesenen Drehungs- &- = aah TT pens 
winkel am Ende der, 1 ews 
Durchblutung ohne Ver- | 

















nach der Vergarung die on Se 
F liissigkeiten optisch in- | | | | 
aktiv, in Versuch 15 be- 0 0 2 30 0 50 60 7 8 


Zeit in Minuten 


Versuch 13. 


trug der Drehungswinkel 


vor derVergarung 0,42°, 
nach der Vergirung, die nur 12 Stunden dauerte, war hier 


noch eine Spur Rechtsdrehung (0,01—0,02°) vorhanden. Der 
rechtsdrehende Zucker, der nach Zusatz von Dioxyaceton 
zum Durchblutungsblut aufgetreten war, war also leicht ver- 
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girbar. Es handelte sich wohl fraglos um nichts anderes als 


d-Glukose. 


In einem der Versuche wurde nach Vergérung der End- 
fliissigkeit eine Kalt- und HeiSreduktionsbestimmung vorge- 
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nommen. Die beiden 
Bestimmungen lieferten 
ein ibereinstimmendes 
Ergebnis. Es war also 
in der vergorenen op- 
tisch inaktiven Fliissig- 


_keit aufer einer ge- 
| ringen Menge Dioxy- 


aceton kein Zucker 


_ mehr vorhanden. 


Der Anteil des Dioxy- 


_acetons, der wahrend 
' der 50 Minuten langen 
+ Durchblutung der Leber 


in Traubenzucker tiber- 
gegangen war, ist 
keineswegs unerheb- 


| lich, er beziffert sich in 
' allen Versuchen jeden- 


falls nach Grammen. 
Ehe wir auf den bei 
der Umwandlung von 
Dioxyaceton inTrauben- 
zucker in Betracht 
kommenden Chemismus 
niher eingehen, wollen 
wir die Ergebnisse der 
Versuche mit d-l-Gly- 
cerinaldehyd mitteilen. 


Die Schwierigkeiten der Reduktionsbestimmung sind hier im 
Prinzip ganz dieselben, wie beim Dioxyaceton, nur liegen 
die Verhiiltnisse insofern etwas giinstiger, als am Ende des 
Versuches Glycerinaldehyd -nur in sehr geringen Mengen vor- 
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handen ist. Wird doch schon durch die Hundeblutkérperchen 

allein Glycerinaldehyd duferst leicht unter Bildung von Milch- 

siure und anderennoch = s#%——————_____—_____ 
unbekannten | | 
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Substanzen zum Ver- | | 
schwinden gebracht. 206-—___——-+ + 
‘Sj , 
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Tabelle.) } | 
DaB das Ansteigen 
der Zuckerwerte 

wahrend der Durch- 

blutung nach dem Zu- 
satz von Glycerin- 
aldehyd nicht etwa nur 
durch Bestimmungs- 
fehler infolge der An- 
wesenheit von Glycerin- = 
aldehyd bedingt ist, geht 
schon daraus hervor,’ 
daf trotz des rapiden 
Verschwindens der 
letzteren Substanz die 
titrimetrisch ermittelteN 

Zuckermenge wahrend 

der zweiten Versuchs- 

periode fast ausnahms- 
los dauernd zunimmt. 

Den groften Anspruch 

auf Zuverlassigkeit 
diirfen die Schlufizahlen 
in jedem Versuch er- 
heben, weil hier nur 

noch sehr geringe 

Mengen Glycerin- 























%/o 





in mg 














uckergehalt 












































aldehyd vorhanden sind. Er aS aa a a 
Der Verlauf der Zucker- Zeit in Minuten 
bildungskurve in den Versuch 15. 
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Tabelle 4. — Glycerinaldehydversuche. 



































Nr. Zuckergehalt in Prozenten der Durchstromungsfliissigkeit Lildung 
des | Vor Nach Nach Nach! Nach | Nach | Nach | | Nach | Nach fan al 
Ver-| Ver- 49 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 ~=80 ‘| Versuchs- 
ie Bo ee re ee ee 8 ee ; periode 
suchs beginn Min. | Min. | Min. | Min. , Min. | Min. | Min. Min. Jy 
16 0,016 0,028 0), 036 0,036 [0, 078) [0, 096) (0, 101} [0,082] — | [0,046] 
17 0,023 0 ,039 0,034 0,025 (0, 044) [0, 053] [0, 048) [0,082] — | [0,057] 
18 | 0,019 0,037 0,039 0,048 (0, 099} (0, 138] (0, 148] (0,159) — | [0,111] 
| 
19 0 0,008 0, 008 (0,019 (0, 065] (0, 065) -- ‘(0, 072} [0,080}} [0,061] 
20 | — 10,026 0,026 0,036. [0, 073] [0,085) (0, 087] [0,093] [0,102] [0,066} 


Glycerinaldehydversuchen ist von jenem in den Dioxyaceton- 
versuchen in charakteristischer Weise verschieden. In beiden 
Fallen erfolgt nach dem Zusatz der Substanz zunichst ein 
steiler Anstieg, der beim Dioxyaceton sich bis zum Schlusse 
des Versuches in unverminderter oder fast unverminderter 
Stirke fortsetzt, beim Glycerinaldehyd mit der Dauer des Ver- 
suches aber mehr und mehr an Steilheit abnimmt. 

Das Dioxyaceton ist fiir die Blutkérperchen nur sehr 
wenig angreifbar, und es gelangt daher weit mehr von dem 
Dioxyaceton wirklich in die Leberzellen, als von dem schon 
durch das Blut allein so leicht zerstérharen Glycerinaldehyd. 

Die Zuckerzunahme wihrend der zweiten Versuchsperiode 
schwankt in den fiinf Glycerinaldehydversuchen der Tabelle 4 
zwischen 0,046°/o in Versuch 16 und 0,111°/o in Versuch 18, 
ist also ganz wesentlich gréfer als in den Leerversuchen der 
Tabelle 1, wihrend sie hinter der Zuckerbildung in den Dioxy- 
acetonversuchen merklich zuriickbleibt. 

Da in den Glycerinaldehydversuchen die Zuckerbestim- 
mung mittels Reduktion nur einen bedingten Wert hat, was 
durch Einklammerung samtlicher nach dem Glycerinaldehyd- 
zusatz gewonnener Werte zum Ausdruck gebracht ist, haben 
wir natiirlich auch hier versucht, den Zucker auf polarime- 


trischem Wege zu bestimmen. 
Doch lieB uns auch dieses Verfahren, das uns in den 
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Dioxyacetonversuchen so gute Dienste geleistet hatte, bei den 
Glycerinaldehydversuchen im Stich.') 

Statt einer Zunahme der Rechtsdrehung beobachteten 
wir in den untersuchten Fillen schon 10 Minuten nach dem 
Glycerinaldehydzusatz eine deutliche Abnahme, und im weiteren 
Verlaufe des Versuchs trat regelméBig mehr oder weniger 
ausgesprochene Linksdrehung auf. 

Wurde die am Ende des Versuchs erhaltene F'liissigkeit 
nach der iiblichen Eisenfiallung wiéhrend 12—20 Stunden mit 
Hefe bei 30° vergoren, so trat regelmaBig eine sehr deutliche 
Zunahme der Linksdrehung ein, wéhrend in den Dioxyaceton- 
versuchen die vor der Vergaérung vorhandene Rechtsdrehung 
stets zum volligen oder fast vollstandigen Verschwinden ge- 
bracht wurde (siehe oben). 

Wurde eine solche vergorene Fliissigkeit bei schwach 
saurer Reaktion im Vakuum eingeengt, und nun mit der 
Lehmann-Maquenneschen Methode eine Kalt- und eine 
Heifbestimmung ausgefiihrt, so war neben einer stets gering- 
fiigigen im wesentlichen auf einen Rest von Glycerinaldehyd 
zu beziehenden Kaltreduktion eine oft betrachtliche HeiBreduktion 
vorbanden. 

Brachte man den Glycerinaldehyd am Ende des Durch- 
blutungsversuchs dadurch zum volligen Verschwinden, dai man 
die Blutfliissigkeit noch etwa eine Stunde bei Bluttemperatur 
stehen lie}, so war in den vergorenen Filtraten auch jetzt 
Linksdrehung und oft recht starke Heifreduktion nachweisbar, 
die Kaltreduktion zeigte nur die minimalen Werte, wie sie 
verdiinnten HexoselOsungen zukommen. 

Es lag natiirlich nahe, die Linksdrehung und Reduktion 
auf ein und dieselbe Substanz zuriickzufiihren, und in der Tat 
zeigte es sich bald, daf nach volliger Beseitigung des Gly- 
cerinaldehyds durch Stehenlassen mit den Blutkérperchen und 
nach Entfernung des vergirbaren Zuckers durch Hefe die 
Reduktions- und Polarisationswerte in einem konstanten Ver- 
haltnis standen. 


') Wir sehen daher davon ab, die Glycerinaldehydversuche in 
Diagrammen darzustellen. 


16* 
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Berechnet man in den glycerinaldehydfreien, vergorenen 
Durchblutungsfliissigkeiten aus der beobachteten Linksdrehung 
und dem Grade der Reduktion die Menge der optisch aktiven 
und reduzierenden Substanz als Traubenzucker, so findet man 
nach beiden Methoden iibereinstimmende Werte, d.h. das Ver- 
hiltnis der optischen Aktivitét und der Reduktionskraft der in 
Frage kommenden Substanz ist dasselbe wie bei Traubenzucker. 

In einer friiheren Untersuchung haben wir dargetan, daf 
beim Stehen von d-l-Glycerinaldehyd mit gewaschenen Blut- 
kérperchen ein grofer Teil des Glycerinaldehyds in Milchsaéure 
umgewandelt wird, wobei tiberwiegend die fiir den tierischen 
Organismus unnatiirliche l-Milchsaéure auftritt. 

Wir glaubten mit grofer Wahrscheinlichkeit das Auf- 
treten der |-Komponente der Milchséure auf die im d-l-Gly- 
cerinaldehyd vorhandene «<unnatiirliche» Komponente zuriick- 
fiihren zu diirfen und gelangten zu der Anschauung, daf die 
optische Natur des Glycerinaldehyds in unseren Versuchen von 
bestimmendem Einflu8 auf die optische Natur der aus ihm ent- 
stehenden Milchsiaure sei. 

Dementsprechend mufte uns die Beobachtung, daf bei 
der Durchstr6mung mit d-l-Glycerinaldehyd eine nicht vergir- 
bare, linksdrehende, in der Warme reduzierende Substanz auf- 
getreten war, den Gedanken nahelegen, dai hier ein Zucker 
vorlag, der als Derivat der unnatiirlichen Komponente des 
Glycerinaldehyds anzusehen wire. 

Die Tatsache, dafB das Verhaltnis zwischen Links- 
drehung und Reduktion das gleiche war, die bei der d-Glu- 
kose das Verhiiltnis zwischen Rechtsdrehung und Reduktion, 
lieS uns eine Zeitlang in erster Linie daran denken, daf die 
in Frage kommende Substanz nichts anderes sei als |-Glukose. 

Versuche, aus den glycerinaldehydfreien und vergorenen 
Fliissigkeiten nach dem Einengen I-Phenylglukosazon zu ge- 
winnen, schlugen aber fehl. Zwar trat eine reichliche Osazon- 
bildung auf, aber die Krystallisation war bei Anwendung der 
fiir Phenylglukosazon iiblichen Krystallisationsmittel stets eine 
unvollkommene und das Osazon verhielt sich auch gegeniiber 
Lésungsmitteln anders wie Phenylglukosazon, war z. B. in 
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heifem Wasser entschieden leichter léslich. Bei der _polari- 
metrischen Untersuchung des Osazons im Pyridin-Alkoholgemisch 
wurde zudem nicht die fiir |-Glukosazon zu erwartende Rechts- 
drehung, sondern eine schwache Linksdrehung beobachtet. 

Wir gelangten schlieBlich auf ziemlich einfachem Wege 
zu einem schon krystallisierten und mit Leichtigkeit identifi- 
zierbaren Zucker, als wir uns von einigen Uberlegungen leiten 
lieBen, die wir hier kurz wiedergeben michten. 

Wenn wirklich das Auftreten des nicht vergiirbaren 
Zuckers durch die Beteiligung der unnatiirlichen Komponente 
des Glycerinaldehyds an einer Zuckersynthese bedingt war, so 
konnten von vornherein verschiedenartige Zucker entstehen. 

In unserer mehrfach erwahnten friiheren Untersuchung‘) 
gelangten wir, wie bereits oben gesagt, zu der Vorstellung, 
daB bei seinem Abbau der Traubenzucker zunichst durch 
Aldoldepolymerisation in zwei Molekiiie Glycerinaldehyd von 
optisch gleicher Beschaffenheit zerfiele nach folgendem Schema: 


, 0 
e~y CH 
| | 
H—C—OH H—C—OH 
| | 
OH—C—H = CH,OH 
| +_O 
| | 
H—C—OH H—C—OH 
| 
CH,OH CH,OH 


Wenn die Spaltung von Traubenzucker in zwei Molekiile 
Glycerinaldehyd, wie wir in unserer friiheren Untersuchung 
vermuteten, in der Tat ein reversibler ProzeB ist, die oben 
formulierte Reaktion also in beiden Richtungen verlauft, so 
sind bei einer Beteiligung der unnatiirlichen Komponente des 
Glycerinaldehyds an einer Zuckersynthese in erster Linie 
folgende Méglichkeiten gegeben: 

Nehmen wir zunichst an, es wiirde nach dem oben- 
stehenden Schema eine Aldose aus zwei Molekiilen «<unnatir- 
lichem» Glycerinaldehyd aufgebaut, so ist die sterische Be- 





'! Embden, Baldes und Schmitz, |. c., S. 124. 
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schaffenheit zweier asymmetrischer Kohlenstoffatome dieser 
Aldose, namlich der beiden bereits in den zwei Molekiilen 
unnatiirlichen 1-Glycerinaldehyds vorhandenen, von vornherein 
gegeben im Sinne folgender Gleichung: 


O O 
7 V 
CNH C\H 
| | 
OH—C—H OH—C—H 
| | 
CH,OH = CHOH *) 
+ 0 | 
cr CHOH *) 
* H | 
OH—C—H OH—C—H 
| | 
CH,OH CH,OH 


Zwei weitere asymmetrische Kohlenstoffatome, némlich 
die mit *) bezeichneten, gewinnen aber erst ihre sterische 
Beschaffenheit durch den Vorgang der Aldolkondensation selbst. 

Wiirde die sterische Anordnung dieser beiden Kohlen- 
stoffatome (etwa unter dem richtenden Einfluf{ der beiden von 
vornherein asymmetrischen) die umgekehrte werden, wie in 
der d-Glukose, so wire der entstehende Zucker nichts anderes 
als der optische Antipode der d-Glukose, also 1-Glukose. Dieser 
Zucker kam nach den eben mitgeteilten Tatsachen nicht in 
Betracht. 

Bliebe aber die sterische Anordnung der beiden mit *) be- 
zeichneten asymmetrischen Kohlenstoffatome die gleiche wie bei 
der Synthese eines Molekiils d-Glukose aus zwei MolekiiJen natiir- 
lichen Glycerinaldehyds, so wiirde folgender Zucker entstehen : 


OH—C—H 


du,0H 
Dieser Zucker ist als d-Gulose bekannt. Wiirde nach dem 
gleichen Schema eine unvergiirbare Aldose aus einem Molekil 
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natiirlichem!) und einem Molekiil unnatiirlichem Glycerinaldehyd 
entstehen, so kame ihr folgende Projektionsformel zu: 


OH—C—H 


| 
CH,OH 

Auch dieser Zucker ist als d-Idose bekannt.?) 

Die zu den beiden eben genannten Aldosen, d-Gulose 
und d-Idose, gehdrige Ketose ist die d-Sorbose, der folgende 
Formel zukommt: 

CH,OH 
| 
Cc=0 
| 
OH—C—H 
| 
H—C—OH 
OH—C—H 


CH,OH 
') Als natiirlichen oder d-Glycerinaldehyd bezeichnen wir im fol- 
genden den durch Aldoldepolymerisation von der d-Glukose sich ab- 
leitenden Glycerinaldehyd, dessen optischen Antipoden dementsprechend 
als unnatiirlichen oder |!-Glycerinaldehyd. 
*) Auch die d-Mannose 


| 
H—C—OH 

| 
H—C—OH 


H,0H 
kann man sich nach dem gleichen Schema aus einem Molekiil natiir- 
lichen und einem Molekiil unnatiirlichen Glycerinaldehyd entstanden 
denken. Doch kommt diese Substanz schon wegen ihrer leichten Ver- 
girbarkeit von vornherein nicht in Betracht. 
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Dieser Zucker dreht in wiasseriger Lésung nach links 
und seine spezifische Drehung betragt etwa ‘4/5 von derjenigen 
des Traubenzuckers. Auch das Reduktionsvermégen der d- 
Sorbose verhialt sich zu demjenigen des Traubenzuckers an- 
nihernd wie 4:5, wie aus den Versuchen von Smith und 
Tollens') hervorgeht. Das Verhialtnis von spezifischer Drehung 
und Reduktionsvermégen ist bei der Sorbose demnach fast 
das gleiche wie bei der Glukose. Diese Tatsache im Verein 
mit den eben angestellten Uberlegungen lie8 uns nun unser 
Augenmerk auf das Vorhandensein von d-Sorbose richten. 

Ohne weiteres zeigte es sich, daf die enteiweifte Durch- 
stromungsfliissigkeit unter den von R. u. O. Adler empfohlenen 
Kautelen eine intensive Seliwanoffsche Reaktion ergab, was 
in Durchblutungsversuchen ohne Zusatz nicht der Fall war. 

Nunmehr versuchten wir nach der DurchstrOmung der 
Leber mit Glycerinaldehyd d-Sorbose aus der Durchblutungs- 
fliissigkeit darzustellen. 

Die experimentelle Anordnung dieser Versuche wich in- 
sofern etwas von den oben geschilderten ab, als wir sie nicht 
mit gewaschenen Hundeblutkorperchen, sondern mit den leichter 
zugiinglichen gewaschenen Rinderblutk6rperchen anstellten. 
Ferner benutzten wir zur Durchblutung nicht Lebern phloridzin- 
vergifteter Tiere, sondern solche normaler Hunde nach 24- 
stiindigem Hunger. 

Die Dauer der Durchstrémung mit d-l-Glycerinaldehyd, 
von dem wir dem Durchblutungsblut stets 10g am Beginne 
des Versuchs hinzufiigten, betrug eine Stunde. Liangere Durch- 
blutung schien némlich zu einem Verlust an bereits gebildetem, 
nicht vergirbarem Zucker zu fihren. 

Zur Beseitigung der nach einstiindiger DurchstrOmung tm 
Durchblutungsblut noch vorhandenen Glycerinaldehydreste blieb 
das Blut eine weitere Stunde bei 40°. Nach dieser Zeit zeigten 
die mittels der Eisenmethode enteiweifiten und im Vakuum bei 
stark saurer Reaktion eingeengten Blutfiltrate eine direkt nicht 


') R.H. Smith und B. Tollens, Untersuchungen iiber die Polari- 
sations- und die Oxydationskraft der Sorbose, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. 33, S. 1293, 1900. 
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wahrnehmbare, mit der Lehmann-Maquenneschen Methode 
aber eben noch feststellbare Reduktion Fehlingscher Lésung 
bei halbstiindiger Einwirkung in der Kalte, wie sich auch 
schwachen Hexoseldsungen zukommt. Spuren von Glycerin- 
aldehyd schienen nach dem positiven Ausfall der Orcinreaktion 
allerdings auch jetzt noch vorhanden zu sein. 

Zur Erzielung einer raschen und vollstandigen Vergarung 
war es erwiinscht, an mdglichst salzarmen Loésungen zu ar- 
beiten. Um den Zusatz gréferer Mengen von Natriumsulfat 
bei der Anwendung des Eisenverfahrens auf die Durchblutungs- 
fliissigkeit zu vermeiden, verzichteten wir auf die Weiterver- 
arbeitung der Blutkérperchen, die wir mittels einer rasch 
laufenden Zentrifuge entfernten. 

Wiahrend der Durchblutung mit Glycerinaldehyd geht stets 
eine geringe Himoglobinmenge und wohl auch anderes Eiweii 
in die Ringersche Losung tiber. Der stark rot gefirbte, nach 
Wiederholung des Zentrifugierens vollig klare AbguB von den 
Blutkérperchen konnte aber durch Anwendung relativ geringer 
Mengen kolloidaler Eisenldsung und einen ganz geringfiigigen 
Zusatz von Natriumsulfat leicht voéllig enteiweif{t und entfarbt 
werden. 

Vor der Vergirung polarimetrisch untersucht zeigten diese 
Fliissigkeiten bald Linksdrehung, bald Rechtsdrehung, je nach- 
dem in der glykogenhaltigen Leber die Bildung von d-Glukose 
oder linksdrehendem Zucker tiberwog. 

Nach der Vergirung, die unter Anwendung geringer 
Mengen gewohnlicher PreBhefe wahrend 15—-20 Stunden bei 
30° vorgenommen wurde, war stets ausgesprochene Links- 
drehung vorhanden. 

Das Reduktionsvermégen der mit etwas kolloidalem Eisen- 
hydroxyd geklirten Fliissigkeit war nach der Vergarung stets 
wesentlich geringer als vorher. 

Die weitere Verarbeitung der vergorenen und mit kolloi- 
dalem Eisenhydroxyd von Hefe befreiten, klaren, farblosen 
Fliissigkeit geschah in folgender Weise: 

Zunachst wurde mit Bleizuckerlésung unter Vermeidung 
eines gréferen Uberschusses gefallt. Der ziemlich geringfiigige 











236 Gustav Embden, Ernst Schmitz und Maria Wittenberg, 


Niederschlag wurde abgesaugt und nicht weiter beriicksichtigt. 
Das Filtrat vom Bleizuckerniederschlag wurde mit Bleiessig 
vorsichtig ausgefallt, der Niederschlag nach kurzem Stehen 
abgesaugt und mit kaltem Wasser griindlich gewaschen. 

Das Filtrat vom Bleiessigniederschlag wurde mit Blei- 
essig und Ammoniak vollig ausgefallt und der Niederschlag 
nach griindlichem Waschen mit kaltem Wasser genau so wie 
der Bleiessigniederschlag und in den spéteren Versuchen zu- 
sammen mit demselben weiter verarbeitet. 

Der Bleiessig- und ebenso auch der Bleiessig-Ammoniak- 
Niederschlag wurden kurze Zeit auf Tontellern getrocknet, 
dann in der Reibschale fein pulverisiert, mit einigen 100 ccm 
Wasser angerieben und mit Schwefelwasserstoff in der Kilte 
zersetzt, wozu stets viele Stunden noétig waren. SchlieBlich 
wurde vom Bleisulfid abgesaugt, der Sulfidniederschlag mehr- 
mals mit kaltem Wasser gewaschen, und der Schwefelwasser- 
stoff durch einen Luftstrom entfernt. 

Das Waschwasser wurde mit dem Filtrat vereinigt. 

Die so gewonnene bleifreie Fliissigkeit enthielt stets nicht 
ganz unerhebliche Mengen freier Salzsanre, die durch frisch- 
gefiilltes Silbercarbonat in der Kialte entfernt wurde. Das 
Filtrat von dem griindlich gewaschenen Silberniederschlag 
wurde mit Schwefelwasserstoff entsilbert (wobei ein Teil des 
Silbersulfids in kolloidaler Lésung blieb) und durch einen Luft- 
strom von Schwefelwasserstoff befreit. 

Die Fliissigkeit zeigte nunmehr gegen Congopapier keine 
saure Reaktion mehr und wurde im Vakuum bei einer 50° 
nicht iibersteigenden Temperatur des Heizwassers auf etwa 
10 cem eingeengt, wobei sich das Silbersulfid in filtrierbarer 
Form abschied. 

Das klare schwach gelblich gefarbte Filtrat von dem 
geringen Silbersulfidniederschlag wurde durch das Wasch- 
wasser des letzteren auf ein bestimmtes kleines Volumen aul- 
gefiillt und zeigte bei der polarimetrischen Untersuchung stets 
starke Linksdrehung. 

In einigen Fallen wurde mit einem Teil der Lésung eine 
Reduktionsbestimmung nach Lehmann-Maquenne _ vorge- 
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nommen. Berechnete man das Ergebnis der polarimetrischen 
und der titrimetrischen Bestimmung als Traubenzucker, so er- 
gaben die beiden Untersuchungsmethoden praktisch iiberein- 
stimmende Werte. 

Die Hauptmenge der Fliissigkeit wurde nun wieder im 
Vakuum bei niederer Temperatur auf ein ganz kleines Volumen 
eingeengt und mit etwa 50 ccm Alkohol von 90°/o versetzt, 
wobei ein der Glaswand anhaftender Niederschlag entstand, 
von dem abgegossen wurde. Der Niederschlag liste sich bei 
wiederholter Behandlung mit warmem Alkohol von 95°/o nur 
unvollkommen. Der ungelést bleibende Anteil reduzierte, in 
Wasser geliést, Fehlingsche Lésung nur schwach und wurde 
nicht weiter verarbeitet. Die alkoholische Liésung wurde im 
Vakuum auf etwa 30 ccm eingeengt und vorsichtig bis zur 
deutlichen Triibung mit Ather versetat. Die Fliissigkeit blieb 
verschlossen bei Zimmertemperatur oder im Eisschrank stehen. 
Stets erfolgte iiber Nacht eine reichliche Krystallisation. Wenn 
die Menge der Krystalle nicht mehr zunahm, wurden sie ab- 
gesaugt und zuniichst mit starkem Alkohol, dann mit Ather 
gewaschen. 

Die harten vollig durchsichtigen Krystalle zeigten unter 
dem Mikroskop die gréfSte Ahnlichkeit mit d-Sorbosekrystallen. 
Etwas von der Substanz wurde in wenig Wasser geldst. Die 
Losung reagierte gegen Lackmuspapier neutral, schmeckte siif, 
reduzierte Fehlingsche Lésung sehr stark und gab eine in- 
tensive Reaktion nach Seliwanoff. 

Der Schmelzpunkt der Krystalle erwies sich als etwas 
abhingig von der Geschwindigkeit des Erhitzens. 

Bei langsamem Erhitzen schmolz die Substanz ohne Um- 
krystallisieren um 155°, bei raschem Erhitzen etwa bei 163°, 
entsprechend den Angaben Alberdas van Ekenstein. 

Genau so verhielt sich ein friiher kauflich bezogenes 
d-Sorbosepraparat. 

AuBer durch den Schmelzpunkt erfolgte die Identifizierung 
des isolierten Zuckers durch die Bestimmung seiner spezi- 
fischen Drehung und durch die Darstellung seines charakteri- 


stischen Osazons. 
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Fiir die Bestimmung der spezifischen Drehung wurden 
die aus vier Durchblutungsversuchen gewonnenen Sorbose- 
praparate miteinander vereinigt und aus wenig heiBem Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. 0,4922 g der trockenen Substanz 
wurden in annahernd 20 ccm Wasser gelost. 

Gewicht der Lésung 20,4018 g 

Spezifisches Gewicht der Lésung bei 20° 1,010 » 

a im 2-dm-Rohr bei Natriumlicht und 20° —2,06° 
(+ 0,01), daraus berechneter Wert fiir 


fa}, = — 42,27° 
wihrend sich bei den vorliegenden Konzentrations- und Tem- 
peraturverhiltnissen die spezifische Drehung der d-Sorbose zu 
— 42,76° berechnet. 

Die spezifische Drehung der Substanz stimmte also aus- 
reichend mit derjenigen der d-Sorbose tiberein. 

Bei der Darstellung des Osazons gingen wir nach der 
Vorschrift von Emil Fischer?) vor. 

Der reine Zucker wurde in 10 Teilen Wasser gelést und 
mit 3 Teilen salzsaurem Phenylhydrazin und 5 Teilen krystal- 
lisiertem Natriumacetat im siedenden Wasserbade wahrend 
12—15 Minuten erhitzt. Bei erheblich langerem Erhitzen im 
oder auf dem Wasserbade wird die Ausbeute an Rohprodukt 
nicht wesentlich besser, hingegen die Reinigung schwieriger. 

Das sich als hellgelbrotes Ol abscheidende Osazon er- 
starrte beim Abkihlen krystallinisch. Das gelbrote Produkt 
wurde mit Ather verrieben, der die Verunreinigungen léste 
und eine leuchtend gelbgefirbte Substanz zuriicklieSB. Zur 
Reinigung wurde diese Substanz in mdglichst wenig Aceton 
gelist und vorsichtig mit Ather versetzt. Das Osazon schied 
sich nunmehr in Form von sehr feinen gelben vielfach mit- 
einander verfilzten Nadeln ab. Wenn ndotig, wurde dieser 
Reinigungsprozef8 an dem so gewonnenen Produkt nochmals 
vorgenommen. Ein zweimal umkrystallisiertes Praparat zeigte 
einen Schmelzpunkt von 164° (unkorr.), nachdem es kurz vor- 


her zu sintern begonnen hatte. 





‘Emil Fischer, Verbindungen des Phenylhydrazins mit den 
Zuckerarten, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 20, S. 821, 1887. 
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Dieser Schmelzpunkt stimmt mit dem von Emil Fischer 
fiir Phenylsorbosazon angegebenen tiberein. 

Es kann sonach keinem Zweifel unterliegen, daB der bei 
der Leberdurchblutung mit d-l-Glycerinaldehyd gebildete unver- 
garbare Zucker nichts anderes als d-Sorbose war. 

Die Bildung von d-Sorbose durch die Tiatigkeit des 
tierischen Organismus wird hiermit zum ersten Male fest- 
gestellt. 

Wir wollen an dieser Stelle ausdriicklich darauf hin- 
weisen, dafi die bei unseren Versuchen benutzte Blutkorperchen- 
aufschwemmung beim Stehen mit Glycerinaldehyd allein keine 
Spur von Sorbose aus d-l-Glycerinaldehyd bildete, so daB das 
Auftreten der Sorbose bei der Durchblutung fraglos durch die 
Tatigkeit der Leber erfolgt. Die aus der optischen Aktivitit 
und dem Reduktionsvermégen der enteiweibten glycerinaldehyd- 
freien und vergorenen Blutfliissigkeit berechnete Sorbosemenge 
betrug bis zu etwa 0,07°/o des kiinstlichen Serums. 

Danach kann wihrend der Durchblutung wohl sicher 
mehr als 1g Sorbose gebildet werden. 

Die aus dem Einzelversuch isolierte Menge war weitaus 
geringer; sie ging wohl nicht tiber 0,3g hinaus. 

Es kann keinem Zweifel unterliegen, dafi die bei der 
Leberdurchblutung gebildete d-Sorbose auf synthetischem Wege 
aus dem dem Durchblutungsblute zugefiigten Glycerinaldehyd 
durch Aldolkondensation entstanden war. 

Daf sich aus dem Glycerinaldehyd nicht d-Glukose, 
sondern die dem tierischen Organismus fremde d-Sorbose 
bildete, ist unseres Erachtens mit Sicherheit darauf zuriick- 
zufiihren, dafi der angewandte Glycerinaldehyd nicht nur aus 
der dem tierischen Organismus natiirlichen d-Form, sondern 
auch aus der kérperfremden |-Form bestand. 

Gerade so, wie allem Anschein nach die Natur der durch 
Umlagerung aus Glycerinaldehyd gebildeten Milchsiure von 
der optischen Beschaffenheit des Glycerinaldehyds abhangig 
ist, wird auch die Art des synthetisch aus Glycerinaldehyd 
gebildeten Zuckers durch die optische Beschaffenheit des Aus- 
gangsmaterials bestimmt. 
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Betrachten wir die Konstitutionsformel der d-Livulose, 
so kénnen wir uns dieselbe durch Aldolkondensation aus einem 
Molekiil d-Glycerinaldehyd und einem Molekiil Dioxyaceton ent- 


standen denken nach nachstehendem Schema: 
Dioxyaceton 


CH,OH CH,OH 
| | 
c=0 C=O 
| | 
CH,OH _ OH—C—H 
+ i | 
Cg H—C—OH 
| “H | 
H—C— OH H—C—OH 
| | 
CH,OH CH,OH 
d-Glycerinaldehyd. d-Liavulose. 


Die Bildung von d-Sorbose wiirde in genau der gleichen 
Weise aus einem Molekiil |-Glycerinaldehyd und einem Molekiil 
Dioxyaceton erfolgen nach folgendem Schema: 


CH,OH CH,OH 
| | 
c=O0 C=O 
| | 
CH,OH = OH—C—H 
= 
ate | 
cee H—C—OH 
SH | 
OH—C—H OH—C—H 
| | 
CH,OH CH,0OH 
1-Glycerinaldehyd. d-Sorbose. 


Die d-Sorbose unterscheidet sich von der d-Lavulose in 
ihrer Struktur eben nur dadurch, daB an dem fettgedruckten 
C-Atom Wasserstoff und Hydroxyl in umgekehrter Weise wie 
bei der d-Laivulose angeordnet sind. 

Die Bildung von d-Sorbose aus Glycerinaldehyd beweist 
also, dafi Zuckerbildung aus Glycerinaldehyd erfolgen kann 
unter Erhaltung der charakteristischen sterischen Anordnung 
des Glycerinaldehydmolekiils. Wirde der Glycerinaldehyd vor 
seiner Umwandlung in Zucker einen weitgehenden Abbau, 
etwa zu Glykolaidehyd, erleiden, so ware es, da der Glykol- 
aldehyd kein asymmetrisches C-Atom besitzt, unverstiandlich, 
daB die sterische Konfiguration der aus Glycerinaldehyd ge- 
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bildeten Hexose von der optischen Beschaffenheit des Glycerin- 
aldehyds abhingt. 

Wir diirfen also auf Grund der vorliegenden Versuche 
mit Sicherheit annehmen, daB der Glycerinaldehyd sich direkt 
am Zuckeraufbau beteiligen kann, und die von Parnas aus- 
gesprochene und neuerdings auch von Neuberg betonte An- 
schauung, dai mdglicherweise die Zuckerbildung aus Glycerin- 
aldehyd nur auf dem Umwege iiber Glykolaldehyd erfolgen 
kénnte, besteht sicherlich nicht zu Recht. 

Besonderer Besprechung bedarf noch die Tatsache, daf 
die in unseren Leberdurchblutungsversuchen gewonnene Hexose 
nicht eine Aldose, sondern eine Ketose ist. 

Vielleicht bildet gerade dieses Auftreten von d-Sorbose 
bei der Leberdurchblutung einen Hinweis darauf, da auch 
die d-Glukosesynthese aus natirlichem Glycerinaldehyd unter 
intermediirer Bildung der der Glukose entsprechenden Ketose, 
d. h. also von d-Lévulose erfolgt. 

Wir wiirden diese einstweilen keineswegs bewiesene 
Vorstellung hier nicht auBern, wenn nicht gewisse andere 
Tatsachen aufs beste mit ihr in Einklang staénden. Seit langer 
Zeit ist bekannt, dafi Lévulose ein ausgezeichneter Glykogen- 
bildner ist, und Glykogen bildet bei seiner hydrolytischen 
Spaltung mit Sauren nur Traubenzucker. 

Namentlich méchten wir an dieser Stelle aber auf noch 
unveroffentlichte Versuche, die Dr. Isaac im hiesigen Institut 
ausgefiihrt hat, hinweisen. Isaac konnte bei der Versuchs- 
anordnung der vorliegenden Arbeit zeigen, dafi Livulose in 
der ktinstlich durchstrémten Leber auBerordentlich rasch in 
Dextrose umgewandelt wird. 

Erfolgt die Bildung der d-Sorbose in der Leber in der 
oben formulierten Art, d. h. durch Kondensation eines Molekiils 
Dioxyaceton mit einem Molekiil unnatiirlichem Glycerinaldehyd, 
so ist die Annahme notwendig, da Glycerinaldehyd in der 
Leber in Dioxyaceton tibergehen kann. 

Mit der Vorstellung, daB bei der biologischen Synthese 
des Traubenzuckers intermediaér Liavulose auftritt und dab 
Glycerinaldehyd sich in Dioxyaceton umlagern kann, stimmen 
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auch die rein chemischen Erfahrungen tiber Hexosebildung aus 
Triosen durchaus tiberein. E. Fischer und Tafel?) stellten 
fest, dafb Glycerose bei viertaégigem Stehen in 1°/oiger Natron- 
lauge von 0° ein Hexosegemisch bildete, aus dem zwei ver- 
schiedene Osazone, das a- und £-Phenylacrosazon gewonnen 
werden konnten. 

Der dem a-Acrosazon zugrunde liegende Zucker konnte 
bald darauf als d-l-Fruktose erkannt werden,?) wahrend die 
B-Acrose erst in der jiingsten Zeit durch EK. Schmitz als 
d-l-Sorbose identifiziert wurde. 5) 

Fischer und Tafel duferten bereits die Vorstellung, 
dab bei der Acrosesynthese intermediar Dioxyaceton auftrete, 
und ganz in Ubereinstimmung damit konnten Wohl und Neu- 
berg*) feststellen, daB die Triosen bei der fiir die Darstellung 
des Hexosegemisches angewandten Alkalescenz leicht ineinander 
iibergehen: ob sie aldehydfreie Glycerose (Dioxyaceton) oder 
reinen Glyherinaldehyd als Ausgangsmaterial benutzten, immer 
erhielten sie das gleiche Kondensationsprodukt, die f-Acrose. 

Besonders beweisend fiir den Ubergang von Glycerin- 
aldehyd in Dioxyaceton sind die eben erwahnten Versuche von 
E. Schmitz, da er die Bildung von a- und B-Acrose, d. h. von 
d-l-Fruktose und d-l-Sorbose aus Glycerinaldehyd bei Hydroxyl- 
ionenkonzentrationen beobachtete, die weit unterhalb derjenigen 
liegen, bei denen nach Lobry de Bruyn und Alberda van 
Ekenstein unter sonst gleichen Bedingungen die Zucker der 
Hexanreihe deutlich ineinander umgelagert werden. 

Auf dem Umwege iiber Dioxyaceton kénnte tbrigens 
|-Glycerinaldehyd in d-Glycerinaldehyd tibergehen.*) Auch die 
| ') E. Fischer und J. Tafel, Oxydation der mehrwertigen Alkohole, 
Ber., Bd. 20, S. 1088, 1887. 

*) Dieselben, Synthetische Versuche in der Zuckergruppe I, daselbst, 
S, 2566, 1887. 

8) E. Schmitz, Uber den Chemismus der Acrosebildung, Ber. der 
Deutsch. chem. Ges., Bd. 46, S. 2327, 1913. 

*) Wohl und C. Neuberg, Ber., Bd. 33, S. 3095, 1900. 

6‘) Auf eine andere Miglichkeit des Ubergangs von ]-Glycerinaldehyd 
in d-Glycerinaldehyd — naimlich auf dem Umwege iiber Glycerin — haben 


wir bereits friiher hingewiesen. Embden, Schmitz und Baldes, Bio- 
chem. Zeitschr., Bd. 45, S. 174, 1912. 
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Bildung von natirlichem Traubenzucker aus |-Milchsaure, die 
neuerdings von Dakin erwiesen wurde,!) und allem Anschein 
nach gerade in die Leber zu verlegen ist, ist vielleicht durch 
eine primaére Umwandlung von |-Milchsaure in Dioxyaceton 
erklarbar. 

Mit der Vorstellung, da Dioxyaceton ein Zwischenprodukt 
beim Zuckeraufbau ist, stimmen nun aufs beste die oben ge- 
schilderten Ergebnisse unserer Dioxyacetonversuche iiberein. 

Dioxyaceton erweist sich in der kiinstlich durchstrémten 
Leber als ein auferordentlich kraftiger Traubenzuckerbildner. 

Da8 zwei Dioxyacetonmolekiile ohne Anderung ihrer 
Struktur sich zu einer Hexose kondensieren, erscheint von 
vornherein als ausgeschlossen. Wir méchten es fiir bei weitem 
am wahrscheinlichsten halten, daB mindestens eines der beiden 
in Betracht kommenden Dioxyacetonmolekiile sich zuniichst in 
Glycerinaldehyd umwandelt und dai dann unter Aldolkonden- 
sation in der oben formulierten Weise zunichst d-Liavulose 
entsteht, die, wie wir eben erwaéhnten, mit grofter Leichtigkeit 
unter unsern Versuchsbedingungen in d-Glukose tibergeht. 

Es ist aber natirlich auch mdglich, dafi zwei Molekiile 
Dioxyaceton vor ihrer Kondensation miteinander in _natiir- 
lichen Glycerinaldehyd umgewandelt werden.?) 





') H. D. Dakin und H. W. Dudley, Journal of biological che- 
mistry, Bd. 14, S. 555, 1913. Schon frither wurde der Ubergang von 
dl-Milchsiure in Glukose von Embden und Salomon am pankreas- 
losen Hunde (Hofmeisters Beitr., Bd. 6, S. 63, 1905) und — in quan- 
titativer Ausbeute — von Mandel und Lusk beim Phloridzindiabetes 
(American Journal of Physiology, Bd. XVI, S. 129, 1906) erwiesen. 

*) Auf die Méglichkeit einer Umwandlung von Dioxyaceton in 
Glycerinaldehyd gerade in der Leber haben wir iibrigens bereits bei einer 
friheren Gelegenheit ausdricklich hingewiesen, als wir unsere Beobach- 
tung mitteilten, dafs Dioxyaceton in der kiinstlich durchstrémten Leber 
ausschlieflich natiirliche d-Milchsiure bildet, und auch den umgekehrten 
Vorgang, die Umlagerung von Glycerinaldehyd in Dioxyaceton, haben wir 
als wahrscheinlich hingestellt (Embden, Baldes und Schmitz, l. c., 
5S. 131 und S. 129). Neuberg gibt dementsprechend unsere Anschauung 
liber diesen Punkt in unvollstandiger und irrtiimlicher Weise wieder, 
wenn er meint, da} wir eine «prinzipielle Trennung» der beiden Triosen 
annehmen (Neuberg, Biochem. Z., Bd. 51, S. 497, 1913). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LX XXVIII. 17 
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Dagegen mochten wir es fiir ausgeschlossen halten, daf 
der Hauptweg der Zuckersynthese aus Dioxyaceton etwa unter 
intermediirem Abbau zu Substanzen mit geringerer Kohlen- 
stoffatomzahl insbesondere zu Glykolaldehyd erfolgt. 

Wir werden zu dieser Anschauung gefiihrt durch den in 
einer spater zu verOffentlichenden Arbeit erhobenen Befund, 
daB Glykolaldehyd im Gegensatz zu Glycerinaldehyd und Di- 
oxyaceton unter den von uns gewdhlten Versuchsbedingungen 
die Zuckerbildung nicht oder nicht deutlich zu steigern vermag. 


Zusammenfassung der Ergebnisse: 


1. Bei der Durchstr6mung der durch Phloridzinvergiftung 
vollig oder annihernd von Glykogen befreiten Hundeleber mit 
der oben geschilderten Durchstrémungsfliissigkeit ohne weiteren 
Zusatz findet nach Ablauf der ersten halben Stunde nur eine 
geringfiigige und meist ziemlich regelmafbig verlaufende Zucker- 
bildung statt. 

2. Fiigt man nach Ablauf einer halben Stunde der Durch- 
stromungsfliissigkeit eine gréfere Menge Dioxyaceton hinzu, so 
tritt eine gewaltige Steigerung der Zuckerbildung ein. 

Der auftretende Zucker ist offenbar d-Glukose. 

3. Bei Zusatz von d-l-Glycerinaldehyd zur Durchstrémungs- 
fliissigkeit wird ebenfalls die Zuckerbildung stark gesteigert. 
Der aus dem Glycerinaldehyd gebildete Zucker ist, zum Teil 
wenigstens, d-Sorbose. 

Wir erblicken in der Bildung von d-Sorbose aus d-l-Gly- 
cerinaldehyd einen Beweis dafiir, daf Glycerinaldehyd direkt, 
d. h. ohne vorhergehenden Abbau zu einer kiirzeren Kohlen- 
stoffkette und unter Wahrung seiner sterischen Anordnung in 
Zucker umgewandelt werden kann. 

4. Weitaus schwacher als die beiden Triosen bildete 
Glycerin Traubenzucker. 

Allem Anschein nach ist bei unserer Versuchsanordnung 
die Leber in ihren Funktionen derartig beeintrachtigt, dab sie 
Zucker nur aus denjenigen Substanzen in erheblicher Menge 
synthetisiert, die mit ganz besonderer Leichtigkeit Zucker bilden. 

Auf die weiteren theoretischen Schluffolgerungen aus 
unseren Versuchen kénnen wir hier nicht nochmals eingehen. 
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Tabelle 5. — Auszug aus den Protokollen 
der Durchstrémungsversuche. 











, | Ge- | Ge- | Menge der : 
mr | wicht wicht Durch- Zusatz | 
des | des | der | strémungs- zum | Fallung des Blutes 
Ver- Hundes Leber) fliissigkeit 
suchs kg re ecm Durchblutungsblut 
: l om 
2 as Bei jeder Entnahme 70 ccm 

| 99 . 

! 60 | 225; 2000 Kein Zusatz Blut nach Schenck gefallt. 
| om a: | Je 70 ccm Blut nach 

ao ‘ 29 

2 | 11 250 | 2200 Kein Zusatz | Schenck gefallt. 
- oo 30‘ nach Versuchsbeginn| Je 80 cem Blut nach 

5 | 22 c - 

3 | 5,9 | 173 | 2200 eteunediaeee Schenck gefallt. 

4 | 7,0 | 160 | 2300 Wie in Versuch 3 desgl. 

5 | 5,7 | 145 | 2000 desgl. > 

6 | 68 | 160 | 1920 > > 

Pa ae ee | . Fallung von je 80 ccm Blut 

7 | 12,5 | 315 | 2020 ' nach der Eisenmethode. 

F 6,5 | 200 1800 ; F site vorigen 


- 30‘ nach Versuchsbeginn| Fj] V ie 80c 3 
d 8,0 | 235 2100 6 g Glycerin in 200 a lung h Sch 7 % Blut 
Ringer-Lésung. nac cnenck. 


= : 30’ nach Versuchsbeginn 
10 8,2 170 2500 8 g Glycerin in 200 ccm desgl. 
Ringer-Lésung 


ca. 40‘ nach Versuchs- 

















rs 4 . . - . 
11 8,7 | 285 2400 ge reg Rinemensthede 
Lésung 
_ 30° h Versuchsbegi 
12} 75 1255! 2500 ee terecets desgl. 
200ccm Ringer-Lésung 
3 7,0 | 250 2600 desgl. > 
14 6,0 | 260 1740 > > 
15 | 9,2 | 280 | 2350 > > 
30° ane 
a | 495 10 -1-G ri shy ¢ 
16 6,0 175 1890 in’ 200 saat etueors 
| Lésung 
17 7,0 | 240 2200 Wie in Versuch 16 > 
18 | 80 | 220} 2000 desgl. > 
19 | 5,0 | 170 2800 > | > 
20) 7,0 | 245 2600 > si 
aes 17* 











Uber die Acetessigsaurebildung aus Essigsaure. 


Von 


Gustav Embden und Adam Loeb. 





(Aus dem stidtischen chemisch-physiologischen Institut zu Frankfurt a, M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1913.) 


Vor kurzem konnte der eine von uns!) zeigen, dah 
Essigsiure bei einer kurzdauernden Leberdurchblutung unter 
den von Embden und seinen Mitarbeitern geschilderten Be- 
dingungen die Acetessigsiurebildung regelmafig und in sehr 
betrichtlichem Mafe steigert. 

In der vorliegenden Untersuchung haben wir diese Be- 
funde weiter verfolgt. 

Mehrere soeben erschienene Arbeiten von Ernst Fried- 
mann und seinen Mitarbeitern?) veranlassen uns, unsere Ver- 
suchsergebnisse, die wir noch nach verschiedenen Richtungen 
zu vervollstandigen gedachten, schon jetzt bekannt zu geben. 
Diese Ergebnisse stimmen zum Teil mit denen Friedmanns 
iiberein, zum Teil stehen sie mit ihnen in Widerspruch. Weitere 
von uns ausgefiihrte Versuche erscheinen vielleicht geeignet, 
Fragestellungen, die auch Friedmann aufgeworfen hat, ohne 
sie experimentell zu entscheiden, bis zu einem gewissen Grade 
zu beantworten. 

Die in zahlreichen friiheren Versuchen beobachtete Acet- 
essigsdurebildung aus normalen und verzweigten Fettsduren, 
aus aliphatischen und aromatischen Aminosduren, B-Keto- und 
B-Oxysduren und aus einigen anderen Substanzen haben, so ver- 
schieden der Chemismus der Acetessigsaurebildung im einzelnen 
auch sein mag, das Eine gemeinsam, dafB die Umwandlung 
dieser Substanzen in Acetessigsiure nicht ohne Mitwirkung 





' A. Loeb, Biochem. Z., Bd. 47, S. 118, 1912. 
?) E. Friedmann, Biochem. Z., Bd. 55, S. 436, 1913. 
J. Mochizuki, Daselbst, Bd. 55, S. 443 und 446, 1913. 
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oxydativer Vorginge erfolgen kann. Das ist nun, médglicher- 
weise wenigstens, bei der Essigséure anders. In der eben er- 
wihnten Untersuchung von A. Loeb wurde die MOéglichkeit in 
Erwagung gezogen, daB die Acetessigsiurebildung aus Essig- 
siiure als eine Umkehrung der Séurespaltung der Acetessig- 
siure anzusehen sei nach folgendem Schema: 


CH,—CO—CH,—COOH ++ H,0 <5 CH,—COOH + CH,—COOH. 


Ist diese Deutung richtig, so spielen oxydative Vorgiinge 
bei der Acetessigsdurebildung aus Essigséure keine Rolle. 

In friiheren Versuchen von Embden und Wirth’) konnte 
nun gezeigt werden, daB die Acetessigsdurebildung aus ver- 
schiedenen Acetessigséurebildnern mehr oder weniger vollstandig 
gehemmt werden kann, wenn man dafiir sorgt, daf neben der 
acetessigsdiurebildenden Substanz ein in der isolierten Leber 
leicht oxydables, nicht acetessigséiurebildendes Material dem 
Durchblutungsblute zugefiigt wird. Ebenso konnte in den letzt- 
genannten Versuchen dargetan werden, dai schon ein starker 
Glykogengehalt der Leber geniigt, um die Acetessigsiaurebildung, 
wenigstens aus Isovalerianséure, zu hemmen. 

Embden und Wirth gaben ihren Versuchen die Deutung, 
da ein leicht oxydables, nicht acetessigsiurebildendes Material 
wie z. B. dem Durchblutungsblute zugesetzte n-Valeriansaéure 
oder in der Leber abgelagertes Glykogen seine Hemmungs- 
wirkung auf die Acetessigsdurebildung aus anderen Substanzen 
eben dadurch bewirkt, daB es sich gleichsam konkurrierend 
an den Verbrennungen beteiligt. Sie gelangten zu der Vor- 
stellung, dafi die antiketogene Wirkung so verschiedenartiger 
Substanzen, wie Aminoséuren, Fettsiuren und Kohlehydrate, 
eben durch eine starke Beteiligung dieser Substanzen an den 
Verbrennungsprozessen in der Leber und eine dadurch ein- 
tretende Verlangsamung der Oxydation der acetessigsiure- 
bildenden Substanzen erfolgt. 

Gerade unter Beriicksichtigung der eben gediuferten Vor- 
stellung erschien die Frage von Interesse, ob auch Essigsaure, 





‘) Embden und Wirth, Biochem. Z., Bd. 27, S. 1, 1910. 
Dieselben, XXIII. Kongref fiir Innere Medizin, 1909, S. 347. 





248 Gustav Embden und Adam Loeb, 


die allem Anschein nach auf nichtoxydativem Wege Acetessig- 
siure bildet, durch Zusatz leichtverbrennlicher Substanzen 
zum Durchblutungsblute und durch abnorm reichlichen Gly- 
kogengehalt der Leber an der Acetessigsaurebildung verhindert 


werden kann. 



























































Tabelle I. 
a 

1 2 | 38 | 4] 5 6 7 

et ' Gebildete 

, | Ge- | Ge- | Dem Durch- 

Ver- | wicht |wicht |blutungsblute Auferdem nme yn 
suchs- Datum! des | der | zugesetzte ? ad 
Nr. | ines Leber ae ried zugesetzt blutungsblut 
| | kg g in mg 
20.VIII | 2,0 g Essig- |6,0 g n-Valerian- 

1 | 1912 | 6,0 | 160 sdure sdure (mit NH, 32 
Roe | als Na-Salz | neutralisiert) 
os aes SE Wh oer, 

g |*2.Vill’ 66 | 170| desgl. {40g desgl. 19 

| oie 

, |2GVL} eo | gay | 40 ¢ Propion- 

a 1913 6,0 | 131 | » | saure (mit NH, 28 

wo. | a a 

. MO we bee | 

4 1913 5,3 7 | > pre Soe. ; ” 
419-V1 | 3,0 g Ameisen- 

9 | 4913} 37 | 190) » siure(mit NaOH 52 
eee _|__|_ ae 
| 26.VI | 3,0 g  desgl. 

6 | 613 | 49 | 183 | > (mit NH, neutrali- 67 
eee Se I __|_ siert) 

7 | 4913} 68 | 160 | . siure (mit NH, 45 

ee: | —_ | __ neutralisiert) 
ns oe re 
8 1913 10,5 | 215 | > 5,0 g_ desgl. 41 




















In der Tabelle I sind 8 Versuche zusammengestellt, aus 
denen die Einwirkung von n-Valeriansiure, Propionsdure, 
Ameisensiéure und Milchsaure auf die Acetessigséurebildung aus 
Kssigsiiure hervorgeht. In den Versuchen 1 und 2 wurde die 
Acetessigsaurebildung aus je 2 g Essigsiure durch n-Valerian- 
siure vollig gehemmt: Acetonbildung 32 bezw. 19 mg, wahrend 
in den friiheren Durchstrémungsversuchen die Acetessigséure- 
bildung aus Essigséure in 10 Versuchen zwischen 60 und 232 mg 
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schwankte. Ebenso wie die Valeriansiure verhielt sich die 
Propionséure: Versuch 3 und 4: Acetessigsaurebildung je 
28 mg.!) 

Hingegen vermochte Ameisensidure (Versuch 5 und 6: 
Acetonbildung 52 und 67 mg) den Umfang der Acetessigsiure- 
9 - pbildung aus Essigséure nicht oder nicht deutlich zu_beein- 
flussen. Eine unvollstéindige Hemmung scheint d-l-Milchsaure 
herbeizufiihren (Versuch 7 und 8: Acetonbildung 45 und 41 mg). 

Dafi Ameisensdure an sich den Umfang der Acetessigsiurebildung 


nicht zu steigern vermag, geht aus Tabelle II, Versuch 9—11 hervor: 


Tabelle II. 

















—_—_—_— a LT 
t+; 3 3 4 S PF -« 7 | 8 9 10 
ee | : Gewicht) Ge- Gebildete In 1600 ccm Durchblutungs- 
; Ver- ' Datum des wicht Zugesetzte Acetonmenge blut ist Ameisensaure Bemer- 
y suchs- | g| 7 oer pro Liter enthalten | _— 
; Hundes | | eber Subst esats en peti ver k 
: ‘ é ubdstanz cn- z z <ungen 
Nr. | 1913 in g in g blutungsblut | Anfang § Ende schwunden 6 








| | 4,08 Ameisen- | 
9 11.VE 5,8 | 138 Non | 18mg | — | —| — 
| neutralisiert | 
10 pe VI. 5,0 | 125 3,0g desgl.| 37 » 2,93 | 2,75, 0,18 
| | | Hund 
11 28. VII. 7,0 268 30> > | Bt > | 2.96 269) 027 | scderte 


| (41,59 C€.). 


| 

















1) In jiingster Zeit hat A. I. Ringer (Journal of Biological Chemistry, 





9 Bd. 12, S. 511, Bd. 13, S. 43ff) gezeigt, dafi die nicht Acetessigsiure 
' bildenden normalen Fettsduren, d. h. also die mit ungrader C-Atomzahl, 


speziell n-Valerian- und Propionséure beim Phloridzindiabetes den Umfang 
der Zuckerbildung wesentlich zu steigern vermégen, wobei allem An- 
scheine nach die Propionsaéure quantitativ in Zucker tibergeht. Ringer, 
dem offenbar die friiheren Versuche von Embden und Wirth iiber die 
Hemmung der Acetessigséiurebildung durch n-Valerianséure unbekannt 
geblieben sind, nimmt an, dafs die antiketogene Wirkung der Fettsaiuren 
mit ungerader C-Atomzahl eben durch ihre Fahigkeit, in Zucker iiber- 
zugehen, bedingt ist. Wir glauben, dafi die letztere Anschauung kaum 
zu Recht besteht; denn n-Valeriansiure und ebenso auch Propionsdure 
diirflen kaum imstande sein, in der kiinstlich durchbluteten Leber den 
Umfang der Zuckerbildung zu steigern, wahrend sie unter eben diesen 
Versuchsbedingungen ihre antiketogene Wirkung voll entfalten. Ferner 
kommt in der kiinstlich durchbluteten Leber dem Traubenzucker eine 
Hemmungswirkung auf die Acetessigsiurebildung aus verschiedenen Sub- 
Stanzen nicht zu (vgl. Embden und Wirth, 1. c.) 
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Die Acetessigsiurebildung bei Durchstrémung mit 3—4 g Ameisen- 
siure betragt hier 18, 37 und 21 mg, halt sich also innerhalb der friher 
fir Leerversuche ermittelten Grenzen (Versuch 9 und 11) oder geht nur 
unwesentlich iiber diese Grenze hinaus (Versuch 10). — Wie die Versuche 
10 und 11 der Tabelle II lehren, verschwinden bei der Durchblutung von 
3,0 g zugesetzter Ameisensdure nur die recht geringen Betrage von 0,18 
und 0,27 g. Dieser schweren Angreifbarkeit der Ameisensdure in der 
durchbluteten Leber méchten wir es zuschreiben, daf sie auf die Bildung 
der Acetessigsiure nicht hemmend einwirken kann. 

Ebenso wie dem Durchblutungsblute zugefiigte Fettsiuren 
vermochte auch in der Leber abgelagertes Glykogen die 
Acetessigsaéurebildung aus Essigséure vollkommen zu hemmen, 
wie aus sechs iibereinstimmenden Versuchen der Tabelle III 
(Versuch 12—17: Acetonbildung pro Liter 21—30 mg) ersicht- 
lich ist. Wir gelangten hier also unabhéngig von Friedmann 


zu dem gleichen Ergebnis wie dieser (I. c.). 
Tabelle IIL. 














a 2 | #* | = 5  & 7 
Ge- | Ge- Dem Durch- | Gebildete 
Ver- | Pera wicht P/utungsblute Menge Ace- 
suchs- Datum) des | der zugesetzte ton pro Liter Bemerkungen 
| Menge Durch- 
Nr. | |Hundes Leber Essigsiure blutungsblut 
1912 | kg |ing in g | in mg 
| | Die eingeklammerten 
| | als 23 _— aan . aus 
9 OF Pié 
12 25.VIL. 10,7 | 895/22 esa | (1g) | “sm eageimis de 
| | Redestillation aus 
oo eo oe o | Seer 
OU, +} ), ’ » 
| (30) werte. 
Glyk besti 
14 (24. IX.) 7,2 | 180 | 2,0 > 5) iediatindeateninnte 
| ae _ Leberlappen 
, | x | o | 308 | 2.0 22 ergibt 3,7°/) Glykogen. 
15 | 1. : 6, o ’ » (22) 
so 21 
16 _ X. | 7,0 | 310 | 2,0 > (21) 
| | 
17 5. XI. 7,9 | 550/20 » 23 











Die Essigséure verhielt sich also bei der Leberdurch- 
blutung ganz ebenso wie Isovalerianséure, bei der ebenfalls 
die Acetessigsiurebildung, wie bereits Embden und Wirth’) 


') Embden und Wirth, 1. c., S. 7, Tab. II und S. 16, Tab. X. 
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gezeigt haben, durch n-Valerianséiure und durch einen hohen 
Glykogengehalt der Leber vollig oder nahezu véllig gehemmt 
wird. Mochizuki,') der unter Friedmanns Leitung die 
Versuche von Embden und Wirth an der stark glykogen- 
haltigen Leber wiederholte, fand keine oder nur eine geringe 
Herabsetzung der Acetessigsaurebildung aus Isovaleriansiure, 
was durch abweichende Versuchsbedingungen (geringeren Gly- 
kogengehalt (?) und etwas langere Versuchszeit) verursacht 
sein mag. 

Wenn die oben geauferte Vorstellung, daf die Acetessig- 
siurebildung aus Essigséure ohne intermediire Oxydations- 
prozesse erfolgt, richtig ist, so kann die von Em bden und Wirth 
geduferte Vorstellung, daf die Hemmung ausschliefSlich durch 
konkurrierende Oxydation auftritt, nicht zu Recht bestehen. 

Wohl aber erscheint uns das Prinzip der gegenseitigen 
Verdriingung verschiedener Substanzen auch jetzt noch durch- 
aus plausibel. Jedem oxydativen oder sonstigen intracellulaéren 
Angriff auf das Molekil einer bestimmten Substanz muf allem 
Anschein nach eine Bindung des Molekiils an bestimmte Mole- 
kularkomplexe der Zelle vorangehen. Wenn z. B. n-Valerian- 
siure die Acetessigsdurebildung aus Isovaleriansdiure hemmt, 
so kommt diese Hemmung vielleicht dadurch zustande, daf 
die Molekularkomplexe, an die die Isovaleriansdure vor ihrem 
oxydativen Abbau zu Acetessigséure gebunden werden mub, 
wenigstens zum Teil durch n-Valeriansiure gleichsam verstopft 
werden, in ganz ahnlicher Weise, wie das kirzlich fiir die 
Hemmungswirkung der in der isolierten Leber nicht direkt 
verbrennlichen Phenylbrenztraubensaure auf den Aminosiure- 
abbau dargelegt wurde (Embden und Baldes).?) 

In ganz analoger Weise diirfte auch das Ausbleiben der 
Acetessigsiurebildung aus Essigséure und Isovaleriansiiure in 
der stark glykogenhaltigen Leber zu erklaren sein: das intra- 
cellular reichlich abgelagerte Glykogen sperrt, vielleicht eben- 
falls unter Bindung an bestimmte Molekularkomplexe der Zelle, 
vielleicht auch auf mehr physikalischem Wege, diesen Sub- 


*) Mochizuki, Biochem. Z., Bd. 55, S. 446, 1913. 
*) Embden und Baldes, Biochem. Z., Bd. 55, S. 301, 1913. 
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stanzen gleichsam den Weg zu ihren intracelluliren Ver- 
brennungsorten. 

Trifft diese Vorstellung zu, so muf in einer abnorm gly- 
kogenhaltigen Leber, in der Essigsaiure nicht in erkennbarem 
Grade als Acetessigsdurebildner dient, von zugesetzter Essig- 
siure weniger verschwinden, als in einer Hungerleber. Dies 
ist nun in der Tat der Fall, wie aus Tabelle IV hervorgeht. 














Tabelle IV. 
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In 5 Versuchen an der Hungerleber schwankte die wahrend 
einer einstiindigen Durchstr6mung mit Essigséure aus dem 
Blute verschwundene Essigsiuremenge zwischen 1,07 und 1,32, 
wobei zu bemerken ist, daB in den Versuchen 18—20 die 
Menge der zugesetzten Essigsiaure je 2 g betrug; in den bereits 
friiher von A. Loeb veréffentlichten Versuchen 21 und 22 war 
die zugesetzte Essigsiiuremenge, wie im einzelnen aus der 
Kolonne 6 der Tabelle IV hervorgeht, eine etwas andere. In 
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den Versuchen 18—20 war entsprechend unseren friiheren 
Erfahrungen eine starke Steigerung der Acetonbildung vor- 
handen: 60—176 mg pro Liter. In den Glykogenversuchen 
(23—26) schwankte die Menge der verschwundenen Essigsiiure 
zwischen 0,62 g in Versuch 26 und 0,84 g in Versuch 23. In 
dem letzteren Versuch bot die Leber fuBerlich nicht das 
charakteristische Aussehen des abnorm glykogenhaltigen Organs; 
die Glykogenbestimmung in einem vor der Durchblutung abge- 
bundenen Kontrollappen ergab 3,7°/o Glykogen, sehr viel 
weniger als friiher bei der von uns angewandten Methodik der 
Glykogenmiistung gelegentlich beobachtet wurde (vgl. Embden 
und Wirth |. c.). Die samtlichen 4 Versuche an der abnorm 
glykogenhaltigen Leber lieferten eine Acetonmenge, die nicht 
iiber diejenige in Leerversuchen an der Leber nach 24 stiindigem 
Hunger hinausgeht. (Diese Versuche sind schon in der Tabelle III, 
Versuch 14—17 aufgefiihrt.) 

Fraglos wird also in der abnorm glykogenhaltigen Leber 
die Essigsiiure weitaus schwiacher angegriffen als in der gly- 
kogenarmen. Dies steht in bestem Einklang mit der Vorstellung, 
daf die antiketogene Wirkung des Glykogens in der durch- 
bluteten Leber — und iibrigens auch im Gesamtorganismus -— 
auf der Verdriaingung ketoplastischer Substanzen aus dem Stoff- 
wechsel beruht. Wiirde die antiketogene Wirkung des Gly- 
kogens etwa ausschlieBlich dadurch verursachf, daB die Essig- 
siure durch das Glykogen chemisch gebunden wide, etwa 
unter Acetylierung von Glykogen oder seinen Abbauprodukten, 
eine Moglichkeit, auf die neuerdings Friedmann hinweist, 
so wire das umgekehrte Verhalten, d. h. ein stiérkeres Ver- 
schwinden der Essigséure in der abnorm glykogenhaltigen Leber 
zu erwarten. Freilich war das Verschwinden der Essigsiure 
auch in den Versuchen an der stark glykogenhaltigen Leber 
noch sehr erheblich, trotzdem es in diesen Versuchen nicht 
zu einer Steigerung der Acetessigsaurebildung kam. 

Es ist also immerhin nicht ausgeschlossen, daf ein Teil 
der verschwundenen Essigséure in den Glykogenversuchen und 
librigens auch in denjenigen an der Hungerleber zu irgend 
welchen Acetylierungsvorgingen benutzt wurde. Hiergegen 
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spricht allerdings, daB es weder in den Glykogenversuchen 
noch in denen an der glykogenarmen Leber gelang, durch 
Hydrolyse des durchbluteten Organs mit verdiinnter Schwefel- 
siure mehr Essigsdéure zu gewinnen, als der Menge freier Essig- 
siure entsprach. Ungeklart bleibt auch noch die Tatsache, 
daf eine geringere Essigsiuremenge, als in unseren Versuchen 
an der stark glykogenhaltigen Leber verschwand, an der Hunger- 
leber bereits eine deutliche Steigerung der Acetessigsaurebildung 
hervorruft, wie Tabelle V, Versuch 27 und 28 zeigt, in denen 
bei einem Essigséurezusatz von 0,5 g 82 bezw. 46 mg Aceton 
pro Liter gebildet wurden. 


























Tabelle V. 
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Es erscheint uns notwendig, noch auf verschiedene Punkte 
hinzuweisen, in denen teils die Versuchsergebnisse, teils die 
theoretischen Schluffolgerungen Friedmanns und seiner Mit- 
arbeiter von den unsrigen abweichen. 

Mochizuki’) gelangt zu dem Ergebnis, dafi Glykolsadure 
den Umfang der Acetessigsdurebildung in der durchbluteten 
Leber nicht zu steigern vermag. 

Von unseren 6 Versuchen (Tabelle VI) weisen 5 (Ver- 
such 30—34) eine deutliche Steigerung der Acetessigsaure- 
bildung auf, wahrend’ einer (Versuch 29) einen hohen Normal- 
wert liefert. 


Hierbei ist freilich auffallig, daf gerade im letztgenannten Versuch 
ebenso wie in simtlichen 5 Versuchen Mochizukis die Neutralisation 


‘) Mochizuki, Biochem. Zeitschrift, Bd. 55, S. 4438, 1913. 
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der Glykols’ure mit Natronlauge erfolgte, wihrend in unseren 5 positiv 
ausgefallenen Versuchen Ammoniak als Neutralisationsmittel verwandt 
wurde. Eine Wirkung des Neutralisationsmittels auf den Umfang der 
Acetessigsiurebildung aus einer bestimmten Substanz haben wir aller- 
dings bisher niemals beobachtet. 

Insofern stimmen wir jedenfalls Mochizuki bei, als auch 


wir angesichts der Tatsache, daf die Acetessigsdéurebildung 
aus Glykolsdure entschieden hinter der aus Essigsaéure zuriick- 
bleibt, es fiir durchaus unwahrscheinlich halten méchten, dai 
Glykolsaéure ein intermediiéres Produkt bei der Umwandlung 
von Kssigséure in Acetessigséure ist. Weit eher erscheint es 
uns mdglich, dafB der Weg von der Glykolsiiure zu Acetessig- 
sdure tiber die Essigsaure fiihrt. 

Mit Friedmann méochten wir glauben, daf unsere von 
ihm bestitigte Beobachtung, daB Essigsiure den Umfang der 
Acetessigsiurebildung in der iiberlebenden Leber erheblich 
steigert, von wesentlicher Bedeutung fiir die Erkenntnis der 
chemischen Vorginge ist, die den physiologischen Abbau der 
Fettsiuren beherrschen, insofern, als beim Abbau mancher 
Substanzen intermediar gebildete Essigsaiure zur Acetessigsaure- 
bildung fiihren kénnte. 
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Nach Friedmann miifbten nun simtliche normalen Fett- 
siiuren, wenn sie bei ihrem physiologischen Abbau die um zwei 
C-Atome armeren Sauren lieferten, Essigséure bilden. «Da nun 
Essigsiure die Grofe der Acetessigséurebildung in der tiber- 
lebenden Leber betrichtlich erh6ht, so wire zu erwarten, dab 
siimtliche normalen Fettséuren auch Acetessigsaéure bilden» 
(Friedmann |. c., S. 442). Da dies nun, wie in friiheren Ver- 
suchen dargetan wurde,!) nicht der Fall ist, sondern nur die 
normalen Fettsiuren mit gerader C-Atomzahl sich als Acet- 
essigsiurebildner erweisen, folgert Friedmann, dab «der 
paarige Abbau der normalen gesattigten Fettséuren nicht unter 
Essigsiiureabspaltung verlauft», und weiterhin, «da die Annahme, 
dafi die normalen gesittiglen Fettséuren tiber die B-Keton- 
siiuren durch Séurespaltung zu den um zwei C-Atome armeren 
Fettsiuren abgebaut werden, nicht zu Recht besteht». 

Dieser SchluBfolgerung Friedmanns k6énnen wir durchaus 
nicht beistimmen. Einmal braucht eine nach vorhergehender 
8-Oxydation einsetzende Spaltung zwischen a- und p-C-Atom 
keineswegs mit Notwendigkeit zur Abspaltung gerade eines Essig- 
siuremolekiils zu fiihren (vgl Embden, Salomon und 
Schmidt. ?) 

Aber auch, wenn das der Fall ist, was wir fiir durchaus 
moéglich halten, gehen nach unserer Ansicht die SchlufSfolge- 
rungen Friedmanns viel zu weit. Friedmann beriicksichtigt 
niimlich nicht, da®B bei dem Abbau von unverzweigten Fett- 
siiuren mit ungerader C-Atomzahl unter typischer B-Oxydation 
im Knoopschen Sinne stets Propionsdure auftreten mub, von 
der gerade durch die Versuche der vorliegenden Arbeit fest- 
gestellt ist, daB sie in Ubereinstimmung mit n-Valeriansaure die 
Acetessigsaurebildung aus Essigsiure hemmt. Welcher auch 
der hierbei in Betracht kommende Chemismus sein mag, jeden- 
falls ist durch das Auftreten von Propionsaure neben Essigsaure 
das Ausbleiben der Acetessigsaéurebildung aus etwa beim Abbau 
von Fettsiuren mit ungerader C-Atomzahl auftretender Essig- 


siiure ohne weiteres verstindlich. 


'‘Embdenund Marx, Hofmeisters Beitrage, Bd. 11, S. 318, 1908. 
‘) Embden, Salomon und Schmidt, ebenda, Bd. 8, S. 145, 1906. 
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Wir glauben also, daB die Tatsache der Acetessigsiure- 
bildung aus Essigsiiure in keiner Weise der Vorstellung der 
8-Oxydation widerspricht.’) 

Technik der Versuche. 


Die Versuche wurden genau, wie in der vorigen Arbeit 
von A. Loeb (I. c.) beschrieben, in der im _ hiesigen Institut 
iiblichen Weise angestellt. 

Bemerkt sei, dai bei der Essigsiurebestimmung der 
Vakuumdampfdestillation nach Welde in einer Reihe von Ver- 
suchen eine Atherextraktion im Lindschen Apparate nach 
Vakuumeinengung der entquecksilberten und _ neutralisierten 
Schenck-Filtrate und Phosphorséurezusatz vorausgeschickt 
wurde. Wir tiberzeugten uns davon, dafi man dadurch unter 
Zeitersparnis richtige Werte erhalt. 

Bei den Zusatzversuchen wurden stets Kahl baumsche 
Priparate verwendet. Die d-l-Milchséure wurde durch mehr- 
stiindiges Kochen der wiasserigen Losung am Riickflufbkiihler 
von Anhydrid befreit. 

Zur Ameisensiurebestimmung wurden 100 cem Blut mit 
der gleichen Menge destillierten Wassers versetzt, 150 g Ammon- 
sulfat zugegeben, die Mischung eine halbe Stunde auf der 
Maschine geschiittelt und mit gesattigter Ammonsulfatlésung 
quantitativ in einen Mefzylinder unter Auffiillung bis zur Marke 
350 ccm iibergespiilt. In 100 ccm des klaren Filtrats wurde 
dann die Ameisenséure nach der von Dakin, Janney und 
Wakeman?) fiir den Harn angegebenen Methode, die Herr 
Janney uns vorzufiihren die Liebenswiirdigkeit hatte, bestimmt. 





') Ganzlich unberechtigt erscheint es, wenn Neuberg (Die Garungs- 
vorginge und der Zuckerumsatz der Zelle, Jena, 1913, Seite 18) die Acet- 
essigsiurebildung aus Essigséure als eine indirekte Beeinflussung der 
Acetessigsiurebildung bezeichnet. Wenn, wie friiher ausgefiihrt, die Acet- 
essigsiurebildung aus Essigsiure eine Umkehrung der Sdurespaltung von 
Acetessigsiure darstellt, so ist die Acetessigsiurebildung ebensowenig 
ein indirekter Vorgang, wie etwa die Traubenzuckerbildung aus Milch- 
sdure oder Dioxyaceton oder die Bildung von d-Sorbose aus d-l-Gly- 
cerinaldehyd. 

*) Dakin, Janney und Wakeman, Journal of Biological Che- 
mistry, Bd. 14, S. 341, 1913. 





258 Gustav Embden u. Adam Loeb, Acetessigsaure. 


Ergebnisse: 


Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind 
folgende: 

1. Die anscheinend nicht auf oxydativem Wege erfolgende 
Acetessigsiurebildung aus Essigséure wird durch n-Valerian- 
siure und Propionsdéure vollig gehemmt. 

Ameisensiiure ist ohne EinfluB auf den Umfang der 
Acetessigsiurebildung aus Essigséure und wird in der isolierten 
Leber im Gegensatz zu Essigséure nur wenig angegriffen. 

Der Einflu® der d-l-Milchsaure auf den Umfang der Acet- 
essigsdurebildung aus Essigsaéure ist zum mindesten weniger 
ausgesprochen, als derjenige der n-Valerian- und Propionsaure. 

2. In der stark glykogenhaltigen Leber wird in Uberein- 
stimmung mit der friiher von Embden und Wirth fiir andere 
Acetessigsaurebildner festgestellten Tatsache und mit soeben 
verOffentlichten Versuchen von Friedmann die Acetessig- 
siiurebildung aus Essigsaure gehemmt. 

Bei der Durchblutung der abnorm glykogenhaltigen Leber 
verschwindet weit weniger Essigséure als bei Durchstrémung 
der Hungerleber. 

3. Glykolsiure vermochte in unseren Versuchen im Gegen- 
satz zu den Ergebnissen von Mochizuki den Umfang der 
Acetessigsaurebildung in der durchbluteten Leber zu steigern, 
wenn auch schwicher als Essigsdure. 
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Weitere Untersuchungen itiber Komplexbildung in Lésungen 
von Harnsadure und harnsauren Salzen. 


(Erwiderung auf die Bemerkungen von Ringer zu meinen 
Arbeiten tiber die Quadriurate. ) 
Von 


Dr. Rudolf Kohler. 


(Assistent a. d. I. med. Klinik d. Kgl, Charité zu Berlin, Direktor: Geheimrat His) 


Der Redaktion zugegangen am 8. Oktober 1913.) 


Auf die Quadriuratfrage wiirde ich, nachdem ich sie in 
friiheren Arbeiten ausfihrlich behandelte, nicht mehr zuriick- 
kommen, wenn nicht Ringer!) vor einiger Zeit gegen die Er- 
gebnisse dieser in der gleichen Zeitschrift verdffentlichten 
Arbeiten?) und meine Hauptschlufifolgerung, dafi es keine tiber- 
sauren Salze der Harnsiiure geben kénnte, Einwendungen er- 
hoben hitte. 

Ich erwiderte nicht gleich, weil ich im Verlaufe anderer 
Arbeiten noch weitere Untersuchungen anstellen wollte. Erst 
nach Beibringung neuen Materials wollte ich mich auf eine 
Diskussion einlassen, um die Zweifel mit mdglichst vielen 
sachlichen Argumenten beseitigen zu kdnnen. Und es ist 
mir auch gelungen, fiir meine Annahme weitere Beweise zu 
erbringen. 

Zunachst mdchte ich zu den Bemerkungen Ringers 
Stellung nehmen. Seine Einwendungen lauten folgendermasen: 

1. Die Adsorption von Essigséure erklire die Zersetzlich- 
keit der Quadriurate mit Wasser nicht, denn einmal lieBen sich 


') Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 13 ff. 
*) Zur Frage der Quadriurate, Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 360; 
Bd. 72, S. 169. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 18 
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nach Tunnicliffe und Rosenheim Quadriurate herstellen 
dadurch, dafi man kochend gesattigte Uratlésung mit Harnsaure 
sittigt, filtriert und in Kis ktihlt. Und ferner habe er (Ringer) 
Quadriurate mit 60°/oigem Alkohol ausgewaschen, sodaB das 
Salz keine Essigsiurereaktion mehr gegeben hatte. Trotzdem 
hitte es sich mit Wasser zersetzt. 

2. Daf es kein Quadriurat gabe, sei in meinen Arbeiten 
nicht bewiesen, sondern lediglich, daB bei 18° sich keine be- 
sondere Verbindung zwischen Harnsaure und Urat bildet. Bei 
dieser Temperatur kénnte aber die Bindung nur in so un- 
betriichtlichem Mabe zustande kommen, da die Loslichkeit der 
Harnsiiure nur unmerklich beeinfluf{t wird. Es hitte sich jedoch 
immer gezeigt, dai Quadriurat bei gewohnlicher Temperatur 
bei Gegenwart von Lésung wenig bestandig sei. 

Wenn Ringer meint, die Annahme einer Adsorption von 
Essigsiiure durch das amorphe Urat gentige nicht in allen 
Fallen zur Erklirung der Abspaltung von Harnsiiure nach Wasser- 
zusatz, so hat er damit vollstindig recht und widerspricht mir 
damit in keiner Weise. Auch ich habe dies ausdriicklich her- 
vorgehoben. Auf Seite 379 meiner ersten Mitteilung habe ich 
mich folgendermaBen ausgedriickt: 

«Fur die Zersetzung durch Wasser ist eine entsprechende 
Erklirung mit experimenteller Begriindung gegeben worden 
(nimlich Adsorption von Essigsiure wahrend der Bereitung und 
Freimachen von Harnsiéiure bei Wasserzusatz auf dem Objekt- 
triiger). Allerdings muB zugegeben werden, dafi diese Erklarung 
noch einige Liicken lift. Bei Salzen, die mehr Harnsaure ent- 
halten, als das Biurat, mag bei Wasserzusatz noch eine schein- 
bare Harnsiiureabspaltung hinzukommen, indem das weit |6s- 
lichere Biurat herausgelést wird. Dieser Punkt bedarf jedoch 
noch weiterer Aufklirung. » 

Auf Seite 386 derselben Arbeit heift es: 

«Sie (scil. die Wasserzersetzlichkeit) leitet sich bei kiinst- 
lichen Salzen aus der Bereitungsmethode her und erklart sich zum 
Teil wenigstens aus der Adsorption von Saéure aus dem Ent- 
stehungsmedium bei der Bereitung und dem Ubertreten dieser 
Siiure in das Wasser, welches die Zersetzung des Salzes her- 
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beifiihren soll. Bei Salzen, die mehr Harnsiure enthalten als 
es dem Biurat zukommt, mag bei Wasserzusatz noch eine 
scheinbare Harnsiureabspaltung hinzukommen, indem das weit 
léslichere herausgelOst wird.» 

Damit glaube ich meinen Standpunkt genau genug prii- 
zisiert zu haben. 

DaB bei den aus Acetat bereiteten Salzen eine Adsorption 
von Saure wirklich stattfindet und dab diese Saéure nachher 
Harnsiure freimacht, glaube ich geniigend bewiesen zu haben. 
Ich habe gezeigt, dab eine kochend gesiittigte und dann filtrierte 
Liésung der aus Acetat bereiteten Salze sauer reagiert und sich 
im Verlauf der Harnsaéureausscheidung immer mehr dem Neutral- 
punkt niihert. Wie liebe sich diese Erscheinung anders er- 
kliren als damit, dafi eben die Essigsiiure Harnsiure frei macht, 
selbst zu Acetat und somit neutralisiert wird, wahrend die frei- 
gemachte Harnsdure ausfallt und daher eine saure Reaktion 
nicht mehr veranlassen kann. Die Essigsiiure laBt sich ferner 
durch Destillation nachweisen. Und endlich lassen sich die 
Bedingungen, wie sie bei der Entstehung der Salze aus Acetat- 
lOsungen vorhanden sind, in anderer Weise nachahmen, indem 
man reines Biurat, das durch Natriumchlorid amorph ausgefillt 
wurde, aus minimal mit Essigséure angesiuerter Acetatlésung 
Essigsiure adsorbieren laft. Man erhalt dann Salze, die, ob- 
wohl rein einbasisch, sich mit Wasser zersetzen. 

Dieses sind wohl der Beweise genug. 

Es handelt sich also jetzt nur noch um die Frage, welche 
weiteren Erklirungsméglichkeiten vorhanden sind auch fiir die 
Falle, bei denen Essigsiéure nicht im Spiele sein kann, wobei 
ich aber daran erinnern méchte, daf die Kohlenséure erfah- 
rungsgeméfi immer aus Urat Harnsiure frei machen kann. 
Mit der Moglichkeit der Kohlensiiureeinwirkung haben wir also 
immer zu rechnen. 

Vor sonstigen Méglichkeiten wurde die scheinbare Harn- 
siureabspaltung durch Herauslésen von Urat schon genannt. 
Dann miifte also die Harnséure in kleinkrystallinischer Form 
in dem Gemisch bereits vorhanden sein und erst sichtbar 
werden, wenn die amorphen Uratmassen herausgelist sind. 

18* 
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Tatsachlich laBt sich némlich kleinkrystallinische Harnsiéure, 
die in amorphem Urat eingebettet ist, mikroskopisch nicht er- 
kennen. LafSt man aus kochend gesittigter Uratldsung das 
Urat durch schnelles Abkiihlen amorph ausfallen bei Gegenwart 
von kleinkrystallinischer Harnséiure und sorgt durch Schiitteln 
fiir feinste Verteilung, so umschliefen die sich bildenden amorphen 
Massen die Krystallchen so, dafi sie mikroskopisch nicht mehr 
zu sehen sind. Erst wenn man auf dem Objekttriger Wasser 
hinzufiigt, verschwindet das Urat zum Teil und die Krystalle 
treten hervor. Allerdings miissen zu diesem Versuch die Harn- 
siiurekrystalle sehr klein sein, wie sie ja auch nach Wasser- 
zusatz zu sogenannten Quadriuraten auftreten. 

Diese Tatsache konnte die Erscheinung erklaren, dai 
auch bei Salzen, die mehr Harnsiiure enthalten, als es dem 
Quadriurat entspricht, keine Harnsdure mikroskopisch sichtbar ist. 
Sie erkliirt aber nicht, daf die Harnsdurekrystalle sich unter 
unsern Augen vergrOfern, dafh sich also neues Material an- 
lagert, da die Krystallmasse sich vergrofert. Aus diesem 
Grunde neige ich jetzt mehr der Anschauung von Tunnicliffe 
und Rosenheim zu, daB die amorph ausgefallene Harnséure 
auskrystallisiere. Im Gegensatz zu ihren Salzen zeigt ja die 
Harnsiiure keine besondere Neigung, amorph auszufallen. Es 
ist aber sehr wohl denkbar, daf die Harnsiiure durch das 
amorph ausfallende Urat ebenfalls in amorpher Form mit in 
den Niederschlag gerissen wird, da ja anwesendes Kolloid 
erfahrungsgemaéf gern auch krystallinische Substanzen zur 
kolloiden Ausfallung zwingt. Und da eben die Harnsiure eine 
grobe Vorliebe zur krystallinischen Form hat, ist zu vermuten, 
dafi sich bei Wasserzusatz zum Niederschlag eine Umwand- 
lung des amorphen in den krystallinischen Zustand vollzieht, 
was nach dem Ausfall bei der Bereitung nicht hatte geschehen 
kOnnen, da ja die Fliissigkeit sofort entfernt worden war. Eine 
solche Umwandlung sehen wir in derselben Weise, meist nur 
in langsamerem Tempo, beim Urat. 

Allerdings kommt es fiir das Gelingen und vor allem fir 
die Schnelligkeit der Reaktion sehr auf den physikalischen 
Zustand des Salzes an. AuBerst rasch, so gut wie momentan, 
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vollzieht sie sich bei stark gelatinéser Beschaffenheit, wie sie 
bei frisch bereitetem Niederschlag vorhanden ist. Bei trockenen 
Salzen habe ich die Erscheinung des AufschieBens von Harn- 
siiurekrystallen nie so schén sehen kénnen. Behandelt man 
aber gar den gut reagierenden Niederschlag ausgiebig mit Al- 
kohol, so hért jede Reaktionsfahigkeit auf, und zwar sowohl 
bei den Niederschligen, die Essigsiure enthalten, als auch bei 
denen, die frei davon sind. Dazu geniigt es allerdings meist 
nicht, wie Ringer es scheinbar tat, das Salz auf dem Filter 
oder dergleichen mit 60°/oigem Alkohol auszuwaschen. Denn 
natiirlich st6{t das Auswaschen bei den gelatindsen Massen 
auf groBen Widerstand wegen der Adsorptionskraft kolloider 
Gebilde. Man mul vielmehr etwas von dem Salz in einem 
Schilchen mit 93°/oigem Alkohol gut zerdriicken, auf dem Wasser- 
bade verdampfen und dieses Verfahren nach Aufnahme des 
Riickstandes mit Alkohol wiederholen. Auf diese Weise ver- 
lieren meiner Erfahrung nach alle Salze ihre Zersetzlichkeit 
mit Wasser. Bei denjenigen Niederschliigen, die aus Acetat- 
ldsungen hervorgegangen sind, ware dies erklirlich, weil ja 
die Essigsdéure verestert und vollstaéndig verdampft. Da es aber 
bei den iibrigen Salzen auch so ist, kann ich mir die Anderung 
im Verhalten nur durch die Anderung des physikalischen Zu- 
standes erkliiren, indem eben eine starke Zerteilung des Salzes 
und eine grofe Angriffsoberfliche notwendig ist. 

Ich glaube also, um meinen Standpunkt nochmals zu 
prazisieren, dafi neben der Bildung von Harnsiiure aus dem 
Urat durch die adsorbierte Siure resp. durch Kohlensiiureein- 
wirkung der zweite Modus in Betracht kommt, daf} sich die 
mit dem amorphen Urat ebenfalls in amorpher Form nieder- 
gerissene Harnsiiure bei Wasserzusatz krystallinisch umwandelt. 

Ubrigens hat die Frage, seitdem man die Wasserzersetz- 
lichkeit nicht mehr als eine Eigenschaft besonderer Salze auf- 
fassen kann, erheblich an Interesse verloren. Und aus dieser 
Eigenschaft auf eine besondere chemische Zusammensetzung 
zu schlieBen, geht bei den vielen Gegengriinden natiirlich nicht 
an. Vielmehr lift sie lediglich auf besondere physikalische 
Eigenschaften schlieBen. 
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Ich komme nun zum zweiten wichtigeren Einwand von 
Ringer, némlich ich hatte in meiner II. Mitteilung garnicht 
bewiesen, daB es keine Quadriurate geben kinne, sondern ledig- 
lich, daf sich bei 18° keine besondere Verbindnng zwischen 
Harnsiure und Urat bildet. Bei dieser Temperatur kénnte 
aber die Bindung nur in so unbetrachtlichem Mabe zustande 
kommen, dafi die LOéslichkeit der Harnséiure nur unmerklich 
beeinfluBt wird. 

An und fiir sich ist die Berechtigung dieses Einwandes 
schon sehr zweifelhaft. Bei der déuBerst geringen Loslichkeit 
der Harnsiiure ist diese fiir die Frage der Quadriuratbildung 
ein iiuBerst feines Kriterium. Bildeten sich auch nur einige 
wenige komplexe Ionen, so miifte die Léslichkeit relativ stark 
in die Héhe schnellen, so daf dies wohl kaum entgehen k6nnte. 
Ks bliebe also nur die Moglichkeit, anzunehmen, daB sich bei 
18° gar kein Quadriurat in der LOsung bildete, sondern nur 
bei héherer Temperatur, daf es also einen kritischen Tem- 
peraturpunkt fiir die Quadriuratbildung gibe. Das ist zwar 
von vornherein ganz unwahrscheinlich, weil sich Komplexe 
sonst gewohnlich gerade bei niederen Temperaturen bilden und 
bei hohen dissoziieren. Trotzdem habe ich zur Klarung der 
Frage die Versuche tiber die Loslichkeit der Harnsaure in 
Uratldsung bei 37 und bei 70° wiederholt. 

Der Versuch bei 37° wird in derselben Art angestellt 
wie die friiheren bei 18°. In einem Rundkolben werden in 
2 1 Leitfiihigkeitswasser ca. 0,4 g Natriumurat gelost und 
filtriert. Von der Lésung werden 500 ccm in einen Kjeldahl- 
Kolben gewogen und je 650 ccm in 2 Erlenmeyer-Kolben 
mit Harnsiure bei 37° geschiittelt; nach 2 Stunden abgesogen 
und je 500 ecm in 2 Kjeldahl-Kolben gewogen. Die 3 Kjel- 
dahls ergeben fiir die Uratlésung 19,95 ccm, 

fiir Urat und Harnsiurelésung — 25,7 und 25,85 ccm, 
im Mittel also 25,77 ccm verbrauchte Sdure. 

Danach wiiren 5,82 ccm auf Harnséure zu berechnen und 
es ergiibe sich 0,049 g Harnsaure pro Liter. 

In reinem Wasser lésen sich bei 37° 0,065 g Harnsiure. 
Der Dissoziationsgrad betragt bei 37° in konzentrierter Losung 
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7,5°/o. Es miifBten sich also in der Uratlésung wenigstens 
0,06 g Harnsiiure lésen. Der von uns erhaltene Wert ist 
wiederum wie bei den Versuchen bei 18° kleiner als der 
theoretische aus denselben friiher eingehend erdrterten Griinden. 

Bei 70° sind die Versuchsschwierigkeiten sehr grobe und 
es lassen sich Fehler nicht vermeiden, wenn man die Versuche 
in der gleichen Art anstellt. Bei Anwendung der Kjeldah|l- 
Methode ist man auf grofe Lisungsmengen angewiesen, wenn 
man bei der geringen Loéslichkeit der Harnsiéure zu grofe Be- 
stimmungsfehler vermeiden will. Beim Filtrieren so grober 
70° warmer Fliissigkeitsmengen ist jedoch eine nicht uner- 
hebliche Verdunstung und damit Konzentrationserhdhung der 
Losung, die dazu natirlich variabel ist, kaum zu vermeiden. 
Dadurch wird der Gehalt der Lésung an Urat unsicher und 
jeder dadurch entstehende Fehler wird bei der Berechnung 
aus dem N-Wert auf den Wert der gelésten reinen Harnsiiure 
bezogen. Da nun eine an beiden Substanzen - konzentrierte 
Lisung bei 70° ca. 16 mal soviel Urat enthilt als Harnsaure, 
die Lésungen in unseren Versuchen etwa 12—13 mal so viel, 
wird die Ungenauigkeit des Harnséurewertes eine recht grobe. 
Die Werte fallen auch erkliarlicherweise alle etwas zu hoch 
aus. Aus diesen Griinden habe ich spiiter zu einer anderen 
geeigneteren Bestimmungsmethode gegriffen. Immerhin migen 
auch die ersten Versuche hier aufgefiihrt sein, weil man, wenn 
man das Mittel aus allen Versuchen nimmt, doch sieht, dab 
die gefundene Loslichkeit wenigstens anniihernd mit der er- 
warteten tibereinstimmt. 

Zunichst wurde die Léslichkeit der Harnsiiure und des 
Natriumurats bei 70° auf die tibliche Weise in einem Schiittel- 
thermostaten bestimmt. Filtriert wurde die Lésung nach 20 
bis 40 Minuten durch einen Saugapparat (Saugflasche mit 
Nutsche), der in den Thermostaten eingesetzt war. Der Gehalt 
der Losung wurde durch die Kjeldahl-Methode bestimmt, 
indem 500 ccm bezw. 100 cem Lésung in einen Kjeldahl- 
Kolben eingewogen wurden. 

Es léste sich die Harnsaéure bei 70° in verschiedenen 
Versuchen 
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zu 0,242 g pro Liter 
>» QO,241 » » > 
>» 0,245 » » > 
» 0,240 » » D 
also im Mittel 0,242 g Harnsiure pro Liter: 
das Urat zu 3,83 g pro Liter 
, oes . ‘ 
>» 3,79 » » 
also im Mittel 3,84 g Urat pro Liter. 
Die Dissoziationskonstante und der Dissoziationsgrad der 
Harnsiiure bei 18° und bei 37° sind von His und Paul?) und 


von Gudzent?) bestimmt worden. 
EEE ______ 





Dissoziationskonstante | Dissoziationsgrad 
Bei 18° 0,000151 | 0,095 
| 
37° 0,000233 | 0,075 


Man sieht daraus, dab, obwohl die Konstante mit steigen- 
der Temperatur einen héheren Wert annimmt, doch der disso- 
zlierte Anteil in der LOsung ein relativ geringerer wird. Bei 70° 
wird der Dissoziationsgrad also jedenfalls kleiner als 0,075 sein. 

Fiir die Léslichkeit der Harnséure in einer Uratlosung 
bei 70° werden wir also einen Wert erwarten missen, der 
zwischen dem Loslichkeitswert in reinem Wasser = (0,242 und 
dem Wert bei vollstindig zuriickgedrangter Dissoziation liegt. 
Der letztere mu gréfer sein als 0,224. Denn der dissoziierte 
Anteil betrigt weniger als 0,242 * 0,075 = 0,018. 

Es wurden nun 5 Léoslichkeitsversuche von Harnsaure in 
Uratldsung bei 70° ausgefiihrt in derselben Weise wie friher, 
indem jedesmal der Gehalt der Uratlésung fiir sich in einer 
Kontrollbestimmung festgestellt und die Differenz im N-Wert 


gegeniiber der Lésung von Harnséure in der Uratlésung auf 


reine Harnsiure umgerechnet wurde. 
Die Uratldsungen hatten einen Gehalt von 3,18—2,39 Salz 
pro Liter. Aus folgender Tabelle ist das Resultat zu ersehen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 31. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 28 ff. 
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Cn __ 





Nr. Gehalt an Urat Geléste Harnsiure 
pro Liter a b 

1 3.17 0,239 | 0,256 

2 2.92 0,196 | - 

3 2.85 0,258 | a 

4 2.49 0,237 | o 

5 2,39 0,251 | ” 








also im Mittel 0,239 g Harnsiiure pro Liter. 


Bedient man sich zur Gehaltsbestimmung, wie ich es 
neuerdings tue, der Permanganattitrierung, so kommt man er- 
heblich leichter und exakter zum Ziel, da man nur geringe 
Fliissigkeitsmengen braucht und sehr schnell arbeiten kann, 
sodaB man die obigen Fehler fast ganz vermeidet. So habe 
ich denn auch auf diese Weise fast den von der Theorie ge- 
forderten Wert erhalten. 

Die Loslichkeit der Harnsaéure wurde beim einen Versuch 
in Uratl6sungen von 2 verschiedenen Konzentrationen bestimmt. 

Bei 37° wird gesittigte LOsung von Natriumurat in Leit- 
fiihigkeitswasser hergestellt. Von der filtrierten LOsung werden 
zweimal je 20 ccm mit "/20-KaliumpermanganatlOsung austitriert 
und dann ein Teil der Lésung bei 70° mit Harnsiure * 4 Stunden 
lang geschiittelt, abgenutscht und wiederum titriert. 

Ein anderer Teil der Lésung wird mit etwa 2 Teilen 
Wasser verdiinnt, auf 70° gebracht, der Gehalt titriert, mit 
Harnséure geschiittelt und wieder titrierl. Das Resultat ergibt 
folgende Tabelle, die noch einen weiteren Versuch enthilt, der 
mit nur einer LOsung, aber sonst ebenso vorgenommen wurde. 


Versuch | Gehalt der Uratlésung pro Liter Harnsiure gelést bei 70° 

















1a) | 1,36 | 0,22 
b) | 0.51 (),225 
2 | 1,67 0,220 


Bei der verdiinnteren Uratlésung des Versuchs 1a sollte 
man eigentlich einen etwas hdheren Harnsiurewert erwarten. 
Jedenfalls sind die Werte fast die erwarteten, wenn keine 
Komplexbildung eintritt. 
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Fur weitere Untersuchungen war folgende Erwagung maB- 
gebend. Zur Komplexbildung kommt es erfahrungsgemaB in 
einer LOsung um so eher, je reicher die L6sung an Komplex- 
bildnern ist. Ferner begiinstigt niedere Temperatur ebenfalls 
die Komplexbildung, wéhrend sich die Komplexe bei héheren 
Temperaturen in ihre Komponenten dissoziieren. Ich muBte also 
mit modglichst konzentrierten Losungen bei niederer Temperatur 
experimentieren. Das sind ja auch die Bedingungen, unter denen 
sich das kiinstliche Quadriurat bildet — Ausfall aus konzen- 
trierter LOsung beim Abkiihlen. Auf den Einwand von Ringer 
hin habe ich aber auch einen Versuch bei 70° ausgefiihrt. 

Bei diesen Versuchen kam mir die Tatsache zugute, dai 
sich unter gewissen Bedingungen Uratlisungen herstellen lassen, 
deren Konzentration weit hoher ist, als es der Loslichkeit des 
Urats entspricht. Untersuchungen iiber solche tiberkonzentrierte 
Losungen habe ich an anderer Stelle ver6ffentlicht.1) Man er- 
halt sie, wenn man eine bei hodherer Temperatur gesattigte 
Salzl6sung abkihlt oder wenn man in Natronlauge die dqui- 
valente Menge Harnsiure auflést, wobei der Gehalt an NaOH 
so bemessen sein mul}, dab eine zirka dreifach gesattigte Losung 
entsteht. Zu sehr darf man mit der Konzentration nicht steigen, 
weil sonst leicht wihrend des Versuchs Salz ausfallen kann. 

Bestimmt man von einer solchen Lésung die Leitfahig- 
keit z. B. bei 37°, schiittelt die Losung mit reiner Harnsdure 
und wiederholt die Leitfaéhigkeitsbestimmung, so ist zu er- 
warten, dafi, wenn in der Loésung das Urat und die Harnséure 
nebeneinander bestehen, sich die Leitfiihigkeit kaum Andert, 
hdéchstens eine Spur steigt. Denn die geldste Harnséiure mu 
bei Gegenwart des in so starkem Uberschu8 vorhandenen und 
stark dissoziierten Urats so gut wie undissoziiert in der Losung 
vorhanden sein, kann also den Strom nicht leiten. Bilden sich 
aber komplexe Ionen, so ist zu erwarten, daB die Leitfahig- 
keit irgendwie anomal wird. Meine Versuche nach dieser 
Richtung haben nun ergeben, dafi sich die Leitfahigkeit ganz 
unmerklich erhéht, was also wohl mit voller Sicherheit gegen 


!) Untersuchungen iiber die <iibersattigten» Lésungen der Harn- 
siiure und ihrer Salze. Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 78, Heft 3, S. 208. 
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die Anwesenheit komplexer Ionen spricht. Im einzelnen ge- 
stalteten sich die Versuche folgendermaben: 

Durch halbstiindiges Schiitteln von Leitfihigkeitswasser 
mit schon krystallinischem Mononatriumurat im Schiittelthermo- 
staten wird bei 70° im Jenaer Kolben eine gesittigte Urat- 
lésung hergestellt, filtriert und die klare Lisung in einem auf 
37° eingestellten Thermostaten auf diese Temperatur abgekiihlt. 
Von dieser Lésung wird auf die tibliche Weise nach der 
Wechselstrommethode von Kohlrausch die Leitfaihigkeit ge- 
messen und der Gehalt der Losung durch Titration mit Kalium- 
permanganat bestimmt. 

Gehalt = 3,53 g Urat pro Liter. 
Spezifische Leitfahigkeit = 0,001618. 

Die ubrig gebliebene Losung wird bei 37° mit Harnséure 
1/2 Stunde lang geschiittelt, abfiltriert und die Leitfihigkeits- 
bestimmung wiederholt. 

Gehalt = 3,53 g Urat + 0,05 g Harnsiure. 
Spezifische Leitfahigkeit — 0,001620. 

Um die Losung konzentrierter an reiner Harnsiiure zu 
machen, léste ich diese zuerst bei 70°. Es stellte sich jedoch 
heraus, dai beim Abkiihlen ein schneller Ausfall von Harn- 
siure erfolgte, der die Leitfahigkeitsmessungen stérte und der 
iibrigens ja auch gegen eine Komplexbildung sprach. 

Ein weiterer Versuch wird in folgender Weise angestellt: 

15 ccm n-NaOH werden in einen !/2 Liter-MeBkolben ab- 
pipettiert und nicht ganz bis zur Marke mit Leitfahigkeits- 
wasser aufgefiillt. Nun wird die diquivalente Menge Harnsiiure 
zugefiigt und durch 6fteres Schiitteln im Thermostaten bei 37° 
gelost, dann bis zur Marke aufgefiillt und durch ein trockenes 
Filter filtriert. 

Gehalt = 6,47 g Urat. 
Spezifische Leitfahigkeit = 0,002885. 

Darauf wird die Losung bei 37° mit Harnsiure */4 Stunden 
lang geschiittelt und wieder Gehalt und Leitfiihigkeit bestimmt. 
Gehalt = 6,46 g Urat + 0,052 g Harnsiure. 
Spezifische Leitfahigkeit = 0,002889. 

Ein ahnlicher Versuch bei 70° mit einer Uratlo6sung von 
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2.47 g Urat pro Liter, die dann mit Harnsaure geschiittelt wird, 
ergibt ebenfalls eine nur minimale Erhdhung des Leitfihigkeits- 
werts durch die Anwesenheit der Harnsdaure. 

Dieses alles sind weitere und, wie ich meine, geniigende 
Stiitzen meiner Anschauung. 

Wir sehen also, dai unter den verschiedensten Be- 
dingungen bei hohen wie bei niederen Temperaturen bei ver- 
schiedener Konzentration weder unter physiologisch in Betracht 
kommenden Verhiiltnissen noch unter den Umstinden, unter 
denen auf kiinstlichem Wege erfahrungsgeméf sogenannte Quadri- 
urate erhalten werden, noch auch unter den nach der Theorie 
fiir ihre Entstehung giinstigsten Bedingungen Komplexe in der 
Losung festgestellt werden konnten und das mit zwei ver- 
schiedenen iiuBerst empfindlichen Methoden, die zu einwands- 


freien Schliissen berechtigen. 
Somit kann ich nur meine friihere Anschauung aufrecht 


erhalten: Ein Quadriurat gibt es nicht. 


Zusammenfassung. 

In vorliegender Arbeit habe ich zu den von Ringer 
gegen meine friiheren Arbeiten «Zur Frage der Quadriurate» 
erhobenen Einwendungen Stellung genommen und durch neue 
Untersuchungen itiber das Auftreten komplexer Ionen in Urat- 
Harnsiiureldsungen meine friihere Anschauung mit neuen Be- 
weisen gestitzt. 

Gegeniiber dem ersten Einwand, dafi die Adsorption von 
Essigsiiure die Zersetzlichkeit der Quadriurate nicht erklire, 
werden die Griinde dafiir ausgefiihrt, warum bei den aus Acetat- 
losungen bereiteten Salzen tatsachlich eine Einwirkung der 
adsorbierten Essigsiiure angenommen werden mu. Bei andern 
Salzen wird auch die mégliche Kohlensaéureeinwirkung betont. 
DaB ich aber schon damals eine weitere Erklirung fiir die Er- 
scheinung der Harnsiureabspaltung fiir notwendig gehalten und 
gegeben habe, wird aus Stellen meiner friiheren Arbeiten nach- 
gewiesen. Es wird dann die MOoglichkeit betrachtet, da die 
im Gemisch vorhandene, aber durch die amorphen Massen ver- 
deckte kleinkrystallinische Harnsaéure bei Wasserzusatz durch 
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Auflisen des Urats zum Vorschein kommt, und Griinde an- 
gefiihrt, die mehr fiir die Anwesenheit amorpher Harnsiiure 
im Gemisch sprechen, die dann erst bei Wasserzusatz aus- 
krystallisiert. 

Es wird ausgefihrt, dai es fiir das Gelingen und die 
Schnelligkeit der Reaktion auf den physikalischen Zustand des 
Salzes ankommt. 

Beziiglich des zweiten Einwandes, es wire durch die Lés- 
lichkeitsversuche bei 18° die Nichtexistenz der Quadriurate nicht 
bewiesen, wird die Unwahrscheinlichkeit seiner Berechtigung 
begriindet und in neuen Loslichkeitsversuchen bei 37° und bei 
70° gezeigt, dafi auch bei héheren Temperaturen von einer 
Komplexbildung nichts nachzuweisen ist. 

Es werden dann die fiir die Komplexbildung theoretisch 
giinstigsten Bedingungen besprochen und in entsprechenden 
weiteren Versuchen, die auch die Umstinde, unter denen er- 
fahrungsgemiifi kiinstlich sogenannte Quadriurate hergestellt 
werden kénnen, in Rechnung ziehen, gezeigt, dafi auch mit 
der diuberst feinen Methode der elektrischen Leitfihigkeit niemals 
(uadriurat in der Lésung nachgewiesen werden konnte. 








Uber die Identifizierung der aus Proteinen der Nervensubstanz 
gewonnenen Aminosdure von der Zusammensetzung C,H,,NO.. 
II. Mitteilung. 

Von 


Emil Abderhalden und Arthur Weil. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1913.) 


Nachdem wir vor kurzem die von uns bei der totalen 
Hydrolyse der Proteine aus Nervensubstanz aufgefundene neue 
Aminosiiure mit gréS8ter Wahrscheinlichkeit als d-n-a-Amino- 
capronsiure identifiziert hatten,!) versuchten wir weiter durch 
Verarbeitung gréferer Mengen von Nervengewebe und weit- 
gehendste Fraktionierung die neue Substanz méglichst rein von 
den beigemengten Isomeren zu erhalten. Es gelang uns, aus- 
gehend von ca. 20 kg Riickenmark, nach der Verseifung der 
bei 80—105° und 0,1 mm bei einer Aufentemperatur von 
100—130° tibergehenden Esterfraktion Norleucinfraktionen zu 
erhalten, deren spezifische Drehungen sehr gut mit derjenigen 
der synthetischen d-n-a-Aminocapronsaure tibereinstimmten. 


Die Werte fiir [a], der aus dieser Esterfraktion gewonnenen 
fiinf Aminosiiurefraktionen waren nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren in Wasser und 20°/oiger Salzsiure untersucht folgende: 




















a an Analytische Belege 
: : 4sOSUNgZS- 29) 0 ' 
Fraktion [a] 1 g | a 
mittel Substanz) Lésung = im 2 dm-Rohr 
1 Wasser — 3,87° 0.2465 | 21,2223 — 0,09 
2 > — 5,05 ° 0.2450 | 22,4596 — 0,11 
3 . — 4,68 ° 0,3048 | 23,7798 — 0,12 
+ > -+- 1,68 ° 0,2189 | 18,4799 +- 0,04 
5 > + 2,56 ° 0,2387 | 20,3558 +- 0,06 





') Emil Abderhalden u. Arthur Weil, Uber eine neue Amino- 


siure von der Zusammensetzung C,H,,NO,, gewonnen bei der totalen 
Hydrolyse der Proteine aus Nervensubstanz. Diese Zeitschrift, Bd. 84, 
S. 39 (1913). 
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| Lisungs- iat Analytische Belege 
Fraktion ; [a] 5 g | g | at 
mittel Substanz Lésung | im 2 dm-Rohr 
1 200/, HCL] +-10,55° | 0,2797 | 23,4254) +028 
2 desgl. | + 9,629] 0,8814 | 27,1731; -+0,30 
3 > + 18,45° | 0.3203 | 24,7643 | +-0,538 
4 : +-2251° | 01123 20,7819 | +027 
5 +-19,90° | 01333 | 21,0167 -+-0.28 


d-a-Amino-n-capronsiure zeigt in Wasser 


und in Salzsaéure gelést -+- 21 °.!) 


1D 
[a] 550 = + 4,5° 








Die Stickstoffanalysen nach Kjeldahl ergaben fiir alle 
fiinf Fraktionen Werte von 10,57—10,78°/o. Hieraus, sowie 
aus den spezifischen Drehungen zu schliefen, scheinen also 
Fraktion 1—3 Gemische von I|-Leucin und Norleucin zu sein, 
wihrend Fraktion 4 und 5 aus fast reinem Norleucin bestehen. 

Zur weiteren Identifizierung stellten wir von der vierten 
und fiinften Fraktion die B-Naphthalinsulfoverbindung dar 
und verglichen diese mit der von uns dargestellten, bis jetzt noch 
nicht beschriebenen £-Naphtalinsulfo-d-n-a-aminocapronsiure. 

Beide B-Naphthalinsulfoverbindungen wurden nach den von 
E. Fischer und Peter Bergell?) gegebenen Vorschriften dar- 
gestellt. Die Aminosaéure wurde in der berechneten Menge "/1-NaOQH 
gelést .Dann wurden 2 Molekiile B-Naphthalinsulfochlorid in Ather 
gelost hinzugefiigt. Unter andauerndem Schiitteln wurde im 
Verlaufe von 4 Stunden in einstiindigen Intervallen noch drei- 
mal die gleiche Portion ®/1-NaOH hinzugegeben, und hierauf die 
abgetrennte wiisserige Lésung mit Salzséure angesiuert. Das 
sofort ausfallende Rohprodukt wurde aus der etwa hundertfachen 
Menge 20°/oigen Alkohols umkrystallisiert und zur Analyse 
im Exsikkator itiber Schwefelsdéure getrocknet. Die Ausbeuten 
betrugen 78—89°/o der Theorie. 





‘) Je héher im allgemeinen die Drehung in salzsaurer Lisung aus- 
fallt, um so geringer ist diejenige in Wasser. Vielleicht deutet dieses 
Verhalten auf ein nicht ganz reines, durch eine isomere Verbindung ver- 
unreinigtes Praparat hin. 

*) Emil Fischer und Peter Bergell, Berichte d. Deutsch. Chem. 
Gesellsch., Bd. 35, S. 3779 (1902). 
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Alle dargestellten B-Naphthalinsulfoverbindungen waren 
in absolutem Athylalkohol und in Ather leicht lislich. Sie 
losten sich in etwa 100 Teilen kochendem 20°/oigem Alkohol 
und waren fast unldslich in Wasser. Das optische Verhalten und 
die Schmelzpunkte seien in einer Tabelle zusammengestellt. 

















8-Naphthalinsulfo- [a] 20° F (unkorrigiert) 
erreicht | schmilzt 

-iewen") 2.6 sw ee _ 60° | 67° 

-d-n-a-Aminocapronsaure . — 22,54° 146° | 149° 

-Norleucin aus Fraktion 4 . — 26,87° 144° | 146° 

> > » 5.) —19,61° 111° =| = 1199 


Analytische Belege. 
1. B-Naphthalinsulfo-d-n-a-aminocapronsaure. 
0,1451 g Substanz gaben 0,3190 g CO, und 0,0804 g H,0. 


10,55 mg > » 0,398 com N [775 mm, 15°]. 
Berechnet fiir C,,H,,NO,S [321,23]: Gefunden: 

C. 59,76 °/o C. 60,01 °/o 

H 5,96°/o H 6,20°%o 

N 4,36°/o N 4,56°/o 


0,2171 g Substanz in 0,7 cem "/1-NaOH gelést und zu 
10,9031 g wiisseriger Lésung aufgefiillt, d = 1,025, drehen im 


20° 


1 dm-Rohr — 0,46° . [a], = — 22,54°. 


2. B-Naphthalinsulfo-norleucin [4 Fraktion]. 


0,1241 g Substanz gaben 0,2715 g CO, und 0,0682 g H,0. 


10,41 mg» » 0,393 com N [772 mm, 15°]. 
9,79 » » » 0,853 » » [773 » 15°. 
Berechnet fiir C,,H,,NO,S [321,23]: Gefunden : 
C. 59,76 °/o C 59,67 °/o 
H 5,96 °/o H 6,15°/o 
N 4,36 °/o N 4,56 und 4,35 °/o 


'!) E. Fischer und Peter Bergell, 1. c. 














Emil Abderhalden und Arthur Weil, Uber Aminosiure. Il. 275 
0,1786 g Substanz in 0,55 cem "/1-NaOH gelést und zu 
11,0810 g wasseriger LOsung aufgefiillt, drehen im 1 dm-Rohr 


— 0,449 . [a], = — 26,879 . d= 1,016. 


3. B-Naphthalinsulfo-norleucin [5. Fraktion]. 


0,0786 g Substanz in 0,2 cem ®/1-NaOH gelést und zu 
11,0810 g wisseriger LOsung aufgefiillt, drehen im 1 dm-Rohr 


—0,14° - d= 1,006 - [a], = — 19,61°. 

Nach diesen Befunden unterliegt es wohl keinem 
Zweifel mehr, daB die aus Nervensubstanz gewonnene 
Aminosiiure der Zusammensetzung C,H,,NO, a-Amino- 
normaleapronsiure ist. Diese Verbindung findet sich, wie 
neuere Versuche sehr wahrscheinlich machen, auch noch in 
anderen Eiweifistoffen. Weitere Untersuchungen sind im Gange. 
Sehr wahrscheinlich ist noch ein weiteres Leucinisomeres in 
der sogenannten Leucinfraktion enthalten. 

Anmerkung. Aus einer ganzen Anzahl von Proteinen 
ist eine Aminosiure der Zusammensetzung C,H,NO, isoliert 
worden, Es liegt offenbar a-Aminobuttersiiure vor. Es ist 
bis jetzt nicht gelungen, ihre Struktur einwandfrei festzustellen. 
Die Mitteilung von Foremann!) veranlaft diese Mitteilung. 
Foremann teilt mit, daB er aus Casein eine Aminobuttersiure 
gewonnen habe. Es fehlen jedoch Angaben, welche die An- 
nahme des genannten Forschers rechtfertigen, die von ihm 
gewonnene Verbindung sei mit a-Amino-isobuttersiure 
identisch. Emil Abderhalden. 


') Frederick William Foremann, Die Prolinfraktion bei der 
Hydrolyse des Caseins. Isolierung von Aminobuttersiiure. Bioch. Zeitschr., 
Bd. 56, 5. 1 (1913). 
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Dioxyphenylalanin, eine neue Aminosdure aus Vicia faba. 
Von 


M. Guggenheim. 





(Physiologisch-chemisches Laboratorium der Firma F. Hoffmann-La Roche & Cie., 
Grenzach.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Oktober 1913.) 





In einem Sammelreferat tiber proteinogene Amine’) hatte 
ich darauf hingewiesen, dai auch das Adrenalin zu dieser 
Korperklasse gerechnet werden kann, wenn man ihm die hypo- 
thetische 3,4-Dioxyphenyl-a-methylamino-B-oxypropionsdure 


OH 
/\/H 


a 
ad 
CHOH - CH(NH - CH,)COOH 

als Muttersubstanz zugrunde legt. Es erschien mir daher von 
grofem Interesse, als vor einiger Zeit Torquato Torquati?) 
iiber das Vorkommen einer stickstoffhaltigen, Brenzkatechin- 
reaktion gebenden Substanz in den Fruchtschalen und Keim- 
lingen von Vicia faba berichtete. Das Verhalten und die Reak- 


'! M. Guggenheim, Therap. Monatsh., Bd. 27 (1913). — Die 
hypothetische Aminosiure wurde dort als 1,2-Dioxyphenyl-4-a-methyl- 
propionsdure bezeichnet. In Ubereinstimmung mit friiheren Autoren er- 
folgt in dieser Arbeit die Numerierung der Substituenten von der ali- 
phatischen Seitenkette ausgehend. 

?) Torquato Torquati, Uber die Gegenwart einer stickstoff- 
haltigen Substanz in den Keimlingen von Vicia faba. Arch. di farmacol. 
sperim., Bd. 15, S. 213—23. 

Torquato Torquati, Uber die Gegenwart einer stickstoffhaltigen 
Substanz in den griinen Hiilsen von Vicia faba. Arch. di farmacol. speri- 


mentale, Bd. 15 (1913), S. 308—12. 
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tionen der von Torquati beschriebenen Substanz lieBen es 
wahrscheinlich erscheinen, daf hier eine nahe Verwandte der 
vonmir angenommenen Adrenalinmuttersubstanz vorliegen miisse. 

Indem ich mich im wesentlichen an die von Torquati 
gemachten Angaben hielt, gelang es mir, eine gréfere Quan- 
titat der erwahnten Substanz in sch6n krystallisiertem Zustande 
zu erhalten. Eine eingehende chemische Untersuchung deutete 
nun darauf hin, dab das isolierte stickstoffhaltige Brenzkatechin- 
derivat sehr wahrscheinlich als 3,4-Dioxyphenyl-a-aminopro- 
pionsaure 


CH, - CH(NH,) - COOH. 
anzusprechen ist. 

Fiir diese Konstitution spricht einerseits die Elementar- 
analyse, deren Zahlen von denen Torquatis etwas abweichen 
und die sehr gut auf die Formel C,H,,0,N stimmen. Die Existenz 
zweier 0-standiger Oxygruppen erhellt aus der FeCl,-Reaktion, 
sowie aus dem Verhalten gegen Schwermetallsalze. Die p-Stellung 
der Seitenkette lie8 sich durch Uberfiihrung in Protokatechu- 
siure beweisen. Das Vorhandensein einer Aminogruppe ergibt 
sich aus der Identitéat der nach van Slyke und nach Kjeldahl 
erhaltenen Stickstoffzahlen, sowie aus der optischen Aktivitit 
der Verbindung. Es gelang ferner, ein gut krystallisierendes 
Tribromderivat sowie ein Tribenzoylderivat herzustellen., 

Dioxyphenylalanin ist bis jetzt in der Natur nicht nach- 
gewiesen worden. Synthetisch wurde die Substanz von Casimir 
Funk’) hergestellt. Die von ihm gemachten Angaben stimmen 
ziemlich gut mit den von uns erhaltenen Befunden. Der Um- 
stand, dafi der Schmelzpunkt seiner Substanz etwas tiefer 
(263—270° statt 280°) liegt, 1aBt sich leicht durch die Tat- 
sache erkliren, daf% er die dl-Form in Hinden hatte, wiihrend 
in dem natiirlich vorkommenden Produkt die |-Form vorliegt. 


') Casimir Funk, Synthese des d,i-3,4-Dioxyphenylalanins, 
Journ. Chem. Soc., London, Bd. 99, S. 554—57. 
19* 
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Es wird nun die Aufgabe sein, durch Herstellung des synthe- 
tischen Produktes, Spaltung in die beiden optisch aktiven Kom- 
ponenten und Vergleich mit der natiirlichen Substanz einen 
endgiiltigen Beweis fiir die von uns angenommene Konstitution 
zu erbringen. 

Die Auffindung einer neuen Aminosiéure gewihrt nach 
verschiedener Seite hin interessante Ausblicke. Es ist einer- 
seits damit der Beweis geliefert, dafi in der Natur tatsiéchlich 
Aminosiiuren vorkommen, welche der von uns angenommenen 
hypothetischen Adrenalinmuttersubstanz sehr nahe stehen. 

Anderseits muB uns die Entdeckung dieser Substanz von 
neuem darauf aufmerksam machen, dab mit den bis jetzt iso- 
lierten Aminosiiuren wohl noch lange nicht alle Bausteine des 
EKiweibes bekannt sind, ja vielleicht fehlt gerade ein Teil der 
biologisch wichtigeren noch. Jeder, der einmal eine Séure- 
hydrolyse eines Proteins durchgefthrt hat, weif, da’ es selten 
gelingt, tiber 50 oder 60°/o der theoretisch zu erwartenden 
Menge an Aminosiiuren zu isolieren. Ein grofer Teil bleibt 
oft als sogenannte melaninartige Substanz in einem undefinier- 
baren Riickstand, ein anderer Anteil geht bei den verwendeten 
Isolierungsmethoden sonstwie verloren. Ob dies nicht gerade 
die empfindlichen, den verwendeten Agenzien nicht wider- 
stehenden Aminosiiuren sind? Gerade z. B. das Dioxyphenyl- 
alanin wurde eine Saurehydrolyse nicht ertragen. Es wide 
bei der Einwirkung der Luft und der Saure in ein schwarzes, 
schwerlésliches Pigment tibergehen. 

Im Tierkérper wird Dioxyphenylalanin nur unvollstandig 
verbrannt. In einem Kaninchenversuch, sowie in einem Selbst- 
versuch zeigte sich, dafi ein Teil der Aminoséure zu Proto- 
katechusiiure oxydiert wird, ein anderer Teil scheint unver- 
iindert ausgeschieden zu werden. 

Es mul also noch dahingestellt bleiben, ob diese Aminoséure 
auch im tierischen Kérper vorkommt. Es ist ebenfalls noch 
unentschieden, ob sie zum Aufbau von EiweiB verwendet wird 
oder ob sie nur in freiem, nicht peptidartig gebundenem Zustande 
vorkommt. Alles das sind Fragen, welche durch weitere Unter- 
suchungen entschieden werden miissen. 
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Immerhin diirften diese Befunde vielleicht ermuntern, 
mit der Suche nach neuen, leicht verinderlichen Aminosduren 
in den verschiedenen Organeiweifarten nicht nachzulassen, 
namentlich aber’ die bei der Séurehydrolyse entstehenden 
melanin- und harzartigen Nebenprodukte nicht mehr als «quan- 
tité négligeable» zu betrachten. a 


Experimenteller Teil. 


Die Isolierung der Dioxyphenylaminopropionsiure erfolgte 
im Prinzipe nach den Angaben Torquatis (I. ¢.). Sie beruht 
also auf der Schwerlodslichkeit ihrer Bleiverbindung in ammo- 
niakalischer L6sung. 10 kg von den von den Samen befreiten 
Fruchtschalen werden mit einer verdiinnten Lisung von schwef- 
liger Siure behandelt, dann in einer F'leischhackmaschine fein 
zerkleinert. Die Vorbehandlung mit schwefliger Saure verhindert 
die Oxydation, welche sonst sehr rasch erfolgt, namentlich bei 
der Beriihrung mit den Eisenbestandteilen der Hackmaschine. 
Die zerkleinerte Masse wird mit Essigsiiure deutlich angeséuert 
und mit ca. 30 1 Wasser extrahiert. Das triibe, schwach griin- 
liche Filtrat wird mit 2'/e 1 20°/oiger Bleiacetatlésung versetzt. 
Der reichliche, gut absitzende Niederschlag wird abiiltriert und 
ausgewaschen. Er enthalt kein oder nur sehr wenig Dioxy- 
phenylalanin. Das Filtrat wird mit Ammoniak deutlich lack- 
musalkalisch gemacht, wobei sich ein reichlicher, gelblich-weifer 
Niederschlag absetzt. Dieser wird abgesaugt und mehrmals 
mit Wasser ausgewaschen. Schlieflich wird in ca. 51 Wasser 
aufgeschlemmt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das vom 
Bleisulfid abfiltrierte schwach gelbliche Filtrat wird im Wasser- 
stoff- oder Kohlensaéurestrom bei ca. 15 mm Druck stark kon- 
zentriert. Das Dioxvphenylalanin scheidet sich dabei als gelb- 
lich-weifes, krystailinisches Pulver ab. Die Ausbeute ist recht 
betrachtlich. Aus 10 kg frischen Schalen erhilt man ca. 25 g 
Rohprodukt. Aus der Mutterlauge lassen sich noch geringe 
Mengen durch erneute Fillung mit Bleiacetat isolieren. 

Zur Reinigung wurde die rohe Aminosiure aus heifem 
Wasser, welches mit einer geringen Menge schwefliger Siiure 
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versetzt war, bei Zusatz von etwas Tierkohle umkrystallisiert. 
Sie wurde schlieBlich je nach den Krystallisationsbedingungen 
in schOn ausgebildeten, derben Prismen oder in feinen Nidelchen 
erhalten. Im Kapillarrdhrchen erhitzt, zersetzt sich die Sub- 
stanz bei 280° (unkorr.). 


Analysen. 
I. 0,1385 g Substanz gaben 0,0679 g H,O und 0,2745 g CO,. 
I, 0.1319 » . » 00,0661 » » » 02612 » » 
Il, 0,115 » > » nach van Slyke bei 740 mm Druck und 


24° C. 14,6 ccm N,. 
IV. 0,2016 » > brauchten nach Kjeldahl 10,2 ccm '/10-n-H,SQ,. 


Berechnet Gefunden: 
fiir CoH,,O,N (197,12): I. II. Ill. IV. 
CG = 54,79% C = 54,06%  54,01% — a 
H = 5,62°o H = 563% 562% — oe 
N = 7,12*%/c N= — — 6,90°/o 7,09 °/o 


Zur optischen Bestimmung wurden 1,092 g in 10,0450 g 
normaler Salzsaéure gelést. Gesamtgewicht der LOsung 11,137 g. 
a; im 1 dm-Rohr = — 1,40°. 

[a], = — 14,28° (+ 0,2°). 

Die Loéslichkeits- sowie Fallungsreaktionen der Substanz 
sind zum Teil schon von Torquati beschrieben. Sie ist wenig 
léslich in kaltem Wasser, ein Teil in 200 Teilen bei 20°. In 
kochendem Wasser lést sich ein Teil in 40 Teilen. Einmal 
gelist, scheidet sich die Substanz beim Erkalten nur allmahlich 
wieder aus. In Alkohol, sowie in simtlichen indifferenten L6- 
sungsmitteln und in Eisessig ist sie unldslich. 

In Soda lést sie sich mit schwach gelber Farbe. Die 
Loésung wird durch Luftzutritt allmahlich rotbraun. Die Losung 
in Atzalkalien ist, sofern man im Wasserstoffstrom arbeitet, 
gelb; sie wird bei Luftzutritt rot. 

Verdiinnte Mineralséiuren lésen die Substanz leicht unter 
Bildung von Salzen. Das salzsaure Salz scheidet sich beim 
Eindunsten der Lésung im Exsikkator in durchsichtigen, derben 
Prismen ab, welche tiber konzentrierter Schwefelsiure oder 
Chlorcalcium verwittern. 

Kin Pikrat konnte nicht erhalten werden. 
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Die wiasserige Losung der Aminoséure gibt mit HgCl, 
keine Fiallung. Erst bei Zusatz von Soda scheidet sich ein 
brauner, flockiger Niederschlag ab. Neutrales Bleiacetat gibt 
auf Zusatz von Ammoniak eine weife flockige Fallung. Silber- 
nitrat wird schon in der Kilte sofort reduziert. Eine etwas 
konzentriertere Eisenchloridlésung, 1—5°/o, gibt eine schine, 
smaragdgriine Farbung, welche langere Zeit bestehen bleibt. 
Kine verdiinnte (1 °/ooige) Eisenchloridlésung gibt nur eine vor- 
iibergehende Griinfaérbung; durch weiteren Zusatz von Eisen- 
chlorid |aBt sich dann keine bleibende Griinfarbung mehr erzielen. 

Beim Kochen mit Kupfercarbonat geht dieses unter CO,- 
Entwicklung in LOsung; diese ist zuerst hellblau, nimmt aber 
bald einen etwas dunkleren Ton an und oxydiert sich beim 
Kindampfen, so daf kein krystallisiertes Kupfersalz erhalten 
werden konnte. Auch metallisches Kupferpulver lést sich bei 
liingerem Kochen. 

Millonsches Reagens bewirkt eine orangerote, Diazo- 
benzolsulfosiiure eine tief rotbraune Fiirbung. Phosphorwol- 
framséure gibt keine Fallung, die LOsung farbt sich allméhlich 
rotviolett. 

Beim Kochen der Aminoséure mit der fiinffachen Menge 
gesiittigtem salzsaurem Alkohol im CO,-Strom geht die Substanz 
in Lésung. Beim Eindunsten im Exsikkator hinterbleibt das 
salzsaure Salz des Dioxyphenylalaninesters als schwach 
rosaviolett gefirbter, sehr hygroskopischer Sirup, wenig léslich 
in Ather, leicht lislich in Alkohol. 


Uberfiihrung in Protokatechusiure. 


0,5 g der Substanz wurden in 5 g geschmolzenes Atz- 
kali eingetragen. Die Schmelze fiarbt sich intensiv gelb und 
entwickelt lebhaft Ammoniak.* Sie wurde bis zum Aufhoéren 
der Gasentwicklung erhitzt, in Wasser aufgenommen, ange- 
siuert und ausgeithert. Der Ather hinterlieS einen krystalli- 
nischen Riickstand, der aus Wasser umkrystallisiert bei 195° 
schmolz. 

Die Substanz gab mit Eisenchlorid eine Grinfirbung, 
welche auf Zusatz von Soda rot wurde. 
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Tribromdioxyphenylalanin. 
OH 
Bri SOH 


a 
CH, - CH(NH,) - CO,H 

1 g der Substanz wurde im Exsikkator unter einer Glas- 
glocke neben einem Schilchen mit Brom langere Zeit Brom- 
dimpfen ausgesetzt. Sie farbt sich dabei zuerst violett, wurde 
dann wieder weil, um schlieBlich zu einem gelblichen Sirup 
zu zerfliefen. Dieser wurde mit schwefliger Saéure aufgenommen, 
mit Soda schwach alkalisch gemacht und schlieBlich mit Essig- 
siure angesiuert. Es schieden sich reichlich fein verflochtene, 
farblose Nadelchen ab. Diese schmelzen bei ca. 200° (unkorr.) 
unter Zersetzung. Sie enthalten Brom und Stickstoff, sind 
wenig ldslich in kaltem, leicht léslich in heifem Wasser. Die 
wiisserige LOsung wird durch FeCl, nach rasch voriibergehen- 
der Griinfiirbung tiefblau gefarbt. Nach dem Trocknen bei 
100° ergaben 0,2846 g nach Carius 0,3680 g AgBr. 

Berechnet fiir C,H,O,NBr, (434,0): Gefunden: 

Br = 55,27°/o Br = 59d,30°/o 

Offenbar liegt also ein Tribromsubstitutionsprodukt vor. 

Schiittelt man eine alkalische L6sung der Aminosaure 
mit Jod, so scheidet sich sofort ein schwarzes, amorphes, in 
Wasser wenig ldsliches Pigment ab. 


Tribenzoyldioxyphenylalanin. 
0-0C- C,H, 
(0. 0C- CH, 
\Z 
CH, - CH(NH - CO : C,H,) - CO,H 
Um ein Benzoylprodukt des Dioxyphenylalanins zu er- 
halten, wurde nach den Angaben von E. Fischer!) in Bi- 
earbonatlésung benzoyliert. 1 g Dioxyphenylalanin wurde in 
200 cem 10°/oigem Bicarbonat suspendiert und so lange mit 


') E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 32 (1899). S. 2451. 
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6,3 g Benzoylchlorid geschiittelt, bis der Geruch verschwunden 
war. Es schied sich dabei ein voluminéser, amorpher, weifer 
Niederschlag ab. Dieser wurde nach dem Trocknen in wenig 
Eisessig gelést und durch Zusatz von Wasser ausgefillt. Feine, 
weibe Nidelchen, deren Schmelzpunkt unscharf bei 170° liegt. 
Wenig léslich in heifem Wasser, leicht léslich in Eisessig und 
in Alkohol. 

0,4250 g brauchten nach Kjeldahl 8,8 ccm #/10-n-H,SO,. 

Berechnet fiir C,,H,,0,N (509,17): Gefunden: 

N = 2,75°/o N = 2,90°/o 

Beim Kochen mit Alkali verseift sich das Produkt unter 

Rotfarbung. 


Verhalten im Tierkorper. 


1 g der Substanz wurde einem Kaninchen von 2200 g 
per os zugefiihrt. Das Tier zeigte keinerlei ungewohnliche 
Symptome. Der Harn wurde mit 20°/oigem Bleiacetat versetzt 
und filtriert. Das Filtrat wurde alkalisch gemacht und der 
flockige Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus 
der konzentrierten Lésung konnte eine in Ather lisliche Sub- 
stanz extrahiert werden, welche mit Eisenchlorid eine griine 
Firbung gab. Hingegen hinterblieb in der wasserigen Mutter- 
lauge eine mit Ather nicht extrahierbare Substanz, welche 
ebenfalls eine positive Brenzkatechinreaktion zeigte. 

Ein ahnliches Resultat ergab ein Selbstversuch, bei dem 
2''2 g der Aminoséiure eingenommen wurde. Hingegen zeigte 
sich hierbei, dai die Substanz nicht v6llig unschiidlich ist. 
Ca. 10 Minuten nach der Einnahme empfand ich groBe Ubel- 
keit, ich mufte mich zweimal erbrechen, soda also die Sub- 
stanz nicht vollig resorbiert wurde. 

Die Aufarbeitung des Harns, welche in gleicher Weise 
wie beim Kaninchen erfolgte, gab im wesentlichen dasselbe 
Resultat. Hingegen zeigte sich, daB der nach 5 Stunden ge- 
lassene Harn eine andere Eisenchloridreaktion ergab als der 
nach 2 Stunden. Untersucht man diesen, so zeigt sich mit 
Eisenchlorid die iibliche Griinfairbung. Der nach 5 Stunden 
erhaltene Harn gibt in neutraler und schwachsaurer Lésung nur 
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eine allméihliche Dunkelfarbung, waihrend in ammoniakalischer 
Losung eine schéne blaue Farbung resultierte, die allmahlich 
ins Violette verblabte. 

Dioxyphenylalanin ist wie alle bisher bekannten Amino- 
siuren pharmakologisch ziemlich indifferent. 2 cg, einem mittel- 
groBben Kaninchen intraven6s injiziert, ergaben keine wesentliche 
Veriinderung der Blutdruck- und Atmungskurve. Ebenso be- 
sitzt das Dioxyphenylalanin keine Wirkung auf tberlebende, 
glattmuskuliére Organe (Uterus, Darm). 
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Uber Benzoylverbindungen von EiweiBkérpern. 
Von 
F. Blum und Th. Umbach. ‘) 





(Der Redaktion zugegangen am 3, Oktober 1913.) 


Drei Wege gibt es zur Erreichung des Hauptzieles der 
Eiweiichemie, der Erkennung der chemischen Beschaffenheit 
der Molekel: die Spaltung des Molekiils und Erforschung der 
Einzelbestandteile; der synthetische Aufbau und endlich die 
Einfiihrung wohldefinierter Radikale und Feststellung der Zu- 
sammensetzung der erhaltenen Verbindungen. Dieser dritte 
Weg ist in gewissem Sinne eine Kombination des ersten und 
zweiten Verfahrens. Ihn ist der eine von uns (F. Blum) be- 
reits in mehreren friiheren Arbeiten gegangen. Es sei hier 
nur auf die Darstellung von MethyleneiweiBk6rpern?) und na- 
mentlich auf diejenige von Jodeiweibkérpern und die Aufstel- 
lung charakteristischer Jodzahlen fiir die einzelnen Eiweil- 
kérper hingewiesen.*) Vor mehreren Jahren machte der gleiche 
Autor die Entdeckung, daB unter anderen Siiurechloriden na- 
mentlich Benzoylchlorid mit EiweiB in wasseriger LOsung_ in 
Reaktion tritt und, wofern nur die Versuchsbedingungen zweck- 
entsprechend gestaltet werden, wohldefinierte Verbindungen — 
Benzoyleiweifikérper — liefert, die sogar krystallisiert in Form 
von Globuliten sich abscheiden. Bei der Durchsicht der Lite- 
ratur sahen wir, daf schon Schrétter+) Benzoylalbumosen dar- 


') Anmerkung: Aus fuferen Griinden blieb diese Arbeit nach ihrer 
Niederschrift 10 Jahre unver@ffentlicht. Nachdem nunmehr im biologischen 
Institut zu Frankfurt a. M. die vorliegenden Fragen neuerlich in Angriff 
genommen wurden, migen auch diese Ausgangstudien ihre Wiedergabe 
finden. F. Blum. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 22, 1896/97, S. 127. 

%) Diese Zeitschrift, Bd. 27, 1899, S. 288. 

*) B. B., Bd. 22, S. 1950, 1889. 
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gestellt hat; er kam aber nicht zu einheitlichen Verbindungen. 
Unsere Untersuchungen waren, nachdem wir mit der tiblichen 
Benzoylierung mittels Benzoylchlorid und Lauge nicht tiberall 
zu konstanten Verbindungen gelangt waren, vornehmlich auf 
die Auffindung einer fiir EiweiBkérper geeigneten Benzoylierung 
gerichtet. Die besten Resultate lieferte die Benzoylierung in 
NaHCO,-Lésung, sowie diejenige bei Zusatz von MgO zum Er- 
halten der alkalischen Reaktion. Diese Methode hat gegeniiber 
der Benzoylierung in Natronlauge den Vorzug, dai das Bi- 
carbonat das EiweiBmolekiil nicht oder nur in ganz unbe- 
deutendem Mafe angreift, waihrend die Lauge eine tiefergehende 
Spaltung zu verursachen vermag, wie dies schon Blum und 
Vaubel!) in ihrer Arbeit tiber Halogeneiweifderivate gefunden 
hatten. Die Einfiihrung des Benzoylrestes in das Eiweifb, even- 
tuell in Verbindung mit der Jodzahl des Eiweifkérpers versprach 
einen Schritt in der ErschlieBung der EiweiSgr6Be und -struktur 
vorwirts zu fiihren. Die Ausgangsmaterialien Globuline, Albu- 
mine usw. stellten wir uns dar durch Fillen derselben mit 
gesiittigter (NH,),5O,-Lésung aus den betreffenden klaren Se- 
rumfliissigkeiten. Die Reinigung erfolgte durch Lésen in Wasser 
und 3mal wiederholtes Fallen. Die Globuline wurden durch 
1:1 gefallt; die Albumine erhielten wir aus dem ersten Filtrat 
entweder durch weiteres Versetzen der Liésung mit (NH,),SO, 
oder durch Niederschlagen mit Essigsiéiure oder verdiinnter 
Schwefelsiiure, Lésen des Niederschlages in verdiinnter Bi- 
carbonatlésung, Halbsiittigen mit (NH,),SO,, Filtrieren und Ver- 
setzen mit Saure. 


Methoden der Benzoylierung. 
a) Bicarbonatmethode. 


Die Benzoylierung in NaHCO,-Lésung wurde folgender- 
mafen ausgefiihrt: Das Eiweif wurde in Wasser zur Losung 
gebracht; Globulin direkt, Albumin unter Neutralisieren mit 
NaHCO, und zur Entfernung von (NH,),SO, mehrere Tage 
lang an flieSendem Wasser dialysiert. Hierdurch wurde zwar 


‘) Journ. f. pr. Chem., Bd. 57, 1898. 
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der gréBte Teil des Sulfates entfernt, jedoch gelang es uns 
selbst durch 8tagiges Dialysieren nicht, die letzten Spuren 
davon fortzubekommen. Nach Zusatz von NaHCO,-Lésung in 
beliebig grober Menge wurde langsam, tropfenweise Benzoyl- 
chlorid zugesetzt und tiichtig umgeschiittelt. Am besten arbeitet 
man mit einer groéferen Flasche, da sich tiber der Fliissigkeit 
oftmals reichlich Schaum bildet. Schon nach kurzem Schiitteln 
der Mischung setzen sich fast weife Kiérner zu Boden, die 
meist die Form von Kugeln oder Bruchteilen solcher auf- 
weisen. Aber auch der Schaum enthalt hiufig gréBere Mengen 
der Koérner. Der Geruch nach Benzoylchlorid verschwindet 
in dieser LOsung bedeutend langsamer als in Lauge. Die 
Reaktion der Fliissigkeit soll stets alkalisch bleiben, weshalb 
beim NaHCO,-Verfahren dr Zusatz eines Uberschusses dieses 
Salzes zu empfehlen ist. Um zu sehen, wann die Reaktion 
beendet ist, wird eine Probe filtriert, das Filtrat mit H,SO, 
angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Die Mineralsiiure 
fallt sowohl Benzoesiéiure wie Eiweifb; erstere aber wird vom 
Ather wieder gelést. Bleibt bei der Priifung keine oder nur 
noch eine ganz schwache Firbung zuriick, so ist kein Eiweif 
mehr in L6sung gewesen; andernfalls wird fortgefahren mit dem 
Zusatz von Benzoylchlorid. Die Reaktion verliiuft am Eiweif 
vollig oder fast vollig quantitativ. Das Abfiltrieren des gebildeten 
Benzoyleiweifies erheischt besondere Vorsicht, da dabei das 
Praiparat, das sich fest ins Filter setzt, leicht durch Fasern 
verunreinigt wird. Am besten bewiihrte sich gepreftes Filter- 
papier oder Seide, die vorher zur Reinigung mit Lauge oder 
NaHCO,-Lésung behandelt worden waren. Da die Reaktion 
noch langere Zeit weiter wirkt, so geschieht es leicht, dab 
der Niederschlag auf dem Filter sauer wird. Dann setzt sich 
die Benzoesiéure in harten Klumpen zu Boden und haftet mit 
dem dargestellten Produkt zusammen am Filter. Hat man ge- 
nugende Mengen Eiweif zur Verfiigung, so gibt man am besten 
einen kleinen Teil preis, d. h. man arbeitet in einem Uber- 
schuB von Eiweif, lat die sich bildenden Korner sich ab- 
setzen und dekantiert, wodurch die Verunreinigungen ver- 
mieden werden kénnen. 
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Auf die Reinigung des abfiltrierten oder dekantierten 
Teiles werden wir spater eingehen. Die Fliissigkeit zeigt stets 
hellgelbe Farbe und riecht nach bittern Mandeln, ahnlich dem 
Geruch des Bittermandeléls — ein Umstand, der sich durch 
die Bildung von Benzamid erklart aus Benzoylchlorid und 
Ammoniak, welch letzteres sowohl durch Lauge als durch 
Bicarbonat aus den noch anhaftenden Resten von schwefel- 
saurem Ammonium freigemacht wird. Schon von Beginn der 
Benzoylierung an fallt beim Anséuern Benzoesaure aus. 


b) Laugenmethode. 


Die dialysierte Eiweifl6sung wurde jeweils nur mit einigen 
Tropfen NaOH versetzt, so dafi eben deutliche alkalische Re- 
aktion vorhanden war. Der Geruch nach Benzoylchlorid ver- 
schwindet beim Schiitteln sehr bald und wieder setzen sich 
Ko6rner zu Boden, die den Produkten des vorigen Verfahrens 
iihnlich sind. Es ist notwendig, da in kurzen Zeitintervallen 
die Reaktion gepriift wird, weil hier die Benzoylierung und 
somit auch die Neutralisierung der Base sehr viel rascher 
vonstatten geht als bei dem NaHCO,-Verfahren und ander- 
seits ein gréferer Uberschu8 an Lauge peinlich zu vermeiden 
ist. Die zugegebene Menge Benzoylchlorid darf niemals so 
grol} sein, dai sich die Fliissigkeit erwarmt, da sonst Spaltung 
des Eiweifes eintritt. Ein zu Beginn unserer Arbeit zu rasch 
benzoyliertes Priparat von Pferdeserumglobulin zeigte gelbe 
Farbe und eine aufgelockerte Aufenschicht. Die Benzoylierung 
in NaOH ist in langstens 4 Stunden beendet; laft man die 
Lauge linger einwirken, so bildet sich neben den weifen 
K6érnern eine betriichtliche Menge einer weifen, schleimigen 
Masse, die bei der nachfolgenden Reinigung zum Teil in Al- 
kohol léslich ist, zum Teil koaguliert wird. Das Filterpapier 
imprigniert sich beim Filtrieren der alkalischen Flissigkeit 
noch leichter als bei den NaHCOQO,-Mischungen, sodaf8 man 
hier voéllig auf das Dekantieren angewiesen ist. Die Benzoy- 
lierung unter Anwendung von MgO wird bei Praéparat 20 naher 


angefiihrt werden. 
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Reinigung. 


Zur Reinigung der Praéparate wurde der Riickstand auf 
dem Filter oder im Dekantierungsverfahren mehrmals mit 
Wasser iibergossen, dem anfangs etwas NaHCO, resp. NaOH 
zugesetzt war. Die ablaufende Fliissigkeit darf zuletzt, mit 
AgNO, oder mit BaCl, versetzt, keine Triibung mehr ergeben. 
Vorher fallt Silberchlorid durch das bei der Reaktion ent- 
standene NaCl aus, BaSO, durch noch anhaftendes (NH,), SO,. 
Das Produkt wurde nach dem Waschen mit Wasser stets mit 
verdiinnter Essigsiure behandelt, damit die Saéuregruppen des 
Eiweifimolekiils frei werden und noch anhaftendes Bicarbonat 
zersetzt und weggewaschen wird. Da wir sahen, daf ver- 
diinnte H,SO, keine Zersetzung hervorbringt, so liefen wir 
spaiter immer verdiinnte H,SO,, dann NaHCO,-Lésung und zu- 
letzt CH,COOH einwirken. Die ersten Priparate wurden hier- 
nach in Alkohol mehrmals aufgekocht und der Alkohol heil 
abfiltriert. Der Alkohol list simtliche Verunreinigungen, wobei 
die Masse der Korner sich erheblich verringert. 

Verdiinnt man den abfiltrierten Alkohol mit Wasser, so 
triibt er sich milchig, und bald setzen sich an den Winden 
kleine, weife Tropfchen ab. Um zu erfahren, welcher Stoff 
diese Erscheinung verursache, wurde eine gréfiere Menge des 
Alkohols eingeengt, verdiinnt und mit Ather ausgezogen. Nach 
dem Verdampfen desselben blieb ein gelbes Ol zuriick, das 
bald erstarrte und aus Wasser umkrystallisiert werden konnte. 
Die feinen Blittchen hatten den Schmelzpunkt der Benzoe- 
sdiure (120° C.) und stimmten auch ihren Reaktionen nach mit 
dieser Verbindung tiberein: mit FeCl, fleischfarbiger Nieder- 
schlag; in HCl loslich; mit AgNO, weifer Niederschlag; in 
heiBem Wasser léslich. — Die Anwesenheit von freier Benzoe- 
sdure noch in diesem Stadium ist recht bemerkenswert, da 
doch immer in alkalischer Lésung gearbeitet, mit Lauge ge- 
reinigt und das Benzoyleiweifi mehrmals mit Wasser gekocht 
worden war. 

Als Alkohol beniitzten wir, so lange derselbe nach dem 
Kochen noch Benzoesiure geldst enthielt, den 96°/oigen; um 
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das Eiweif auch noch vom letzten Rest Wasser zu befreien, 
wurde zweimal mit absolutem Alkohol ausgekocht. Zur 
schnelleren Trocknung ist es ratsam, den Niederschlag auf 
dem Filter, auf welchen er von dem Alkohol getrennt worden 
war, mit Ather zu tibergieBen. Einige Male wurde auch noch 
mit Ather gekocht, jedoch erwies sich das als unndtig, da 
nichts mehr in den Ather ging. 


Eigenschaften. 


Die bemerkenswertesten Eigenschaften der Benzoyleiweib- 
kérper sind ihre krystallinische Beschaffenheit und ihre 
vollige Unléslichkeit in allen Lésungsmitteln, selbst 
in starken Laugen. Die Benzoyleiweifk6rper sind weife bis 
gelblich-weife kérnige Pulver. Frisch bereitet und bis zu ihrer 
Behandlung mit Alkohol oder siedendem Wasser stellen sie 
wohlausgebildete Globuliten dar, meist — bei mabiger Ver- 
grofBerung — halbkugelige Schalen und Bruchstiicke solcher; 
zuweilen lassen sich auch nadelférmige Bildungen erkennen. 
Im allgemeinen sind die Praparate der NaHCO,-Methode grob- 
korniger als diejenigen der Laugenmethode. Alle zeichnen sich 
von vornherein, d. h. auch schon vor ihrer Reinigung und 
Trocknung, durch Unloslichkeit in siamtlichen LOsungsmitteln 
aus, weshalb eben bei der Darstellung gréSte Reinlichkeit 
notwendig ist. Beim Erwérmen mit Eisessig lésen sich die 
K6rner gréftenteils und scheiden sich beim Erkalten als Flocken 
wieder aus, jedoch Jat Form und Farbe derselben auf eine 
Zersetzung schlieBen. Beim Erwairmenim Schmelzpunktr6éhrchen 
zeigen die benzoylierten Eiweife keinen festen Schmelzpunkt, 
sondern es tritt ganz langsam eine Zersetzung ein: zuerst 
bei ca. 115° eine Braunfiirbung; spiiter werden die Substanzen 
weich und schiiumen bei noch héherem Erhitzen auf. 

Die Farbenreaktion der gewoéhnlichen Eiweiikérper, auf 
die bei der Unldéslichkeit der Priparate kaum Wert zu legen 
ist, fallen, so lange keine Spaltung eingetreten ist, fast alle 
negativ aus. Biuretreaktion, Xanthoproteinreaktion, diejenigen 
von Molisch und Adamkiewiz verlaufen negativ. Die Millon- 
sche Reaktion bleibt zweifelhaft, da einige Praparate eine 
braune Farbung annehmen. 
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Analysen. 


Die Eigenschaften der Schwerverbrennlichkeit teilen diese 
Verbindungen mit ihrer Muttersubstanz, dem Eiweif. Beim 
Verbrennen im Analysenrohr blihen sie sich stark auf und hinter- 
lassen Kohle in Form eines schwarzen dichten Uberzuges iiber 
dem Verbrennungsschiffchen und der inneren Glaswandung des 
Rohres. Ob wir die Substanz lose im Schiffehen oder mit 
feinem CuO, vermischt verbrannten, nie kamen wir zu kon- 
stanten Zahlen; selbst nach heftigstem Gliihen war noch Kohle 
zu sehen. Erst als wir die feine Substanz im freien Rohr 
verbreiteten, so dai nirgends gréBere Mengen zusammen zu 
liegen kamen, verbrannte sie vollstaéndig. Oxydiert wurde stets 
mit Bleichromat und Luft. Die Priparate wurden bei 100 bis 
105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Stickstoff 
wurde nach Kjeldahl bestimmt; Jod wurde durch Zersetzung 
der organischen Verbindung mit chemisch reinem NaOH und 
KNO, an Alkali gebunden, durch H,SO, in der Lésung der 
Schmelze freigemacht, in gereinigtem Schwefelkohlenstoff auf- 
genommen und nach Uberschichten mit NaHCO,-Lisung (nach 
Fresenius) mit Thiosulfat titriert. 

Der Schwefel wurde nach Carius bestimmt und zwar, 
handelte es sich um jodierte Eiweibkorper, gleichzeitig mit Jod, 
indem dann zuerst das AgJ abfiltriert, im Filtrat das tiberschtissige 
AgNO, mit HCl gefallt und die verbliebene H,SO, mit BaCl, 
zur Ausscheidung gebracht wurde. Ist das Jod auf diese 
Weise, also als AgJ bestimmt worden, so wurde zur Trennung von 
eventuell mit anwesendem AgC] mit verdiinntem NH, tibergossen. 


I. BenzoyleiweiBkorper. 


Pferdeserumglobulin. 


a) Laugenpraparate. 
Priparat 1. Die Benzoylierung war hier sehr vorsichtig 
ausgefiihrt worden. 


Verbrennungen. 
1. 0,1248 g Substanz = 0,0764 g H,O und 0,2712 g CO,, 
gefunden: 59,27°/o C und 6,80°/o H. 
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2. 0.2212 g Substanz = 0,1346 g H,O und 0,4856 g CO,, 
gefunden: 59,86°%/o C und 6,75°o H. 
N-Bestimmung. 


0,3580 g Substanz = 31,65 ccm '/10-n-H,SO,, gefunden: 12,38°o N 


0,5906 » > = 53,4 >» > > 12,65°/o » 
0,4760 » > = 41,8 » > > 12,30°/o » 


Schwefelbestimmung nach Carius. 
0,2530 g Substanz = 0,0120 g BaSO,, gefunden: 0,65°/o S 
0,1657 » > = 0,0103 » » > 0,84°/o » 


Aschebestimmung. 

Die Substanz wurde mit roter rauchender Salpeterséure angefeuchtet 
und vorsichtig erwarmt. Anfangs war starkes Aufblihen zu bemerken; zum 
Schluf§ mufte dann tiichtig gegliiht werden, bis der Riickstand weifi aussah. 

0.2440 g Substanz ergab 0,001 g Asche, entsprechend 0,41 °/o. 
Priparat 1, Mittel: 
C = 59,56% NW 19.44%: S == 0,74%o; Asche = 0,41%. 


H = 6,77°%o 
Praiparat 2. 
Verbrennung. 

0,2068 g Substanz = 0,1270 g H,O und 0,4478 g CO,, 
gefunden darnach: 59,06°/o C und 6,48°/o H. 
N-Bestimmung. 

0,1804 g Substanz = 15,8 ccm ‘/10-n-H,SO,, entsprechend 12,26°%o N 
0.2750 » » = 24,3 » » » 12,37 °/o » 
Priparat 2, Mittel: 

C = 59,06%lo No 12.81%, 

H = 6,48 °/o 
Praparat 3. Dargestellt aus Pferdeserumglobulin, welches 
im Verhiltnis 1:2 durch (NH,),SO,-Lésung ausgefallen war. 


Verbrennungen. 


1. 0,1024 g Substanz = 0,0684 g H,O und 0,2220 g CO,, 
entsprechend C = 59,12°/o und H = 7,42 jo. 
2, 0,0784 g Substanz = 0,0490 g H,O und 0,1702 g CO,, 
also C = 59,19°/o und H = 6,94°/o. 
Praparat 3, Mittel: C = 59,15°/o und H = 7,18°)o. 


Priparat 4. Benzoylierung und Ausgangsmaterial wie 
vorher. 


Verbrennung. 
0,2502 g Substanz = 0,1404 g H,O und 0,5449 g CO,, 
gefunden: C = 59,39°/o und H = 6,22 °%o. 
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Stickstoffbestimmung. 


0,9822 g Substanz = 74,1 ccm '/10-n-H,SO,, entspr. 12,83°/o N 


09268> >» =2%S > > , 126£%) » 
0,3136 » » aS 23,4 > » > 12,67 °/o ‘ 
0.7584 » = 68,55 >» > > 12,65%o » 


Priparat 4, Mittel: 
G = 59,39°o yy 19.700, 
N = 6,22°%o 
Praiparat 5. Viermal gefilltes (1:1) Pferdeserum- 
globulin wurde dialysiert und benzoyliert. Nach dem Trocknen 
wurde das Reaktionsprodukt mechanisch von kleinen Verun- 
reinigungen (Papierfasern) getrennt, so dafi immer noch kleine 
Fremdkorperchen darin vorhanden gewesen sein kénnten. Der 
gefundene Kohlenstoffgehalt wurde hier héher gefunden als bei 


den andern Proben. 


Verbrennung. 

0,2140 g Substanz = 0,1230 g H,O und 0,4738 g CO,, 
gefunden: C = 60,38°/o und H = 6,38°%o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,1756 g Substanz = 15,5 cem '/10-n-H,SO,, entspr. 12,35 °/o 
0,2106 » » == 18,8 » » > 12,43 °/o. 
Schwefel (Carius). 

0,1422 g Substanz = 0,0085 g BaSQ,, entspr. 0,82°/o S. 

Chlor (Carius) wurde neben S bestimmt, indem in das Rohr 
rauchende HNO, und AgNO, gegeben wurde. Obige 
0,1422 g Substanz lieferten 0,0030 g AgCl, folglich gefunden: Cl == 0,52°/o. 
Praiparat 5, Mittel: 


7 
C = 60,38 °%/o N = 12,39%o, S = 0,82°o, Cl = 0,52°o. 
H= 6,38%e 


Aus obigen Zahlen ist ersichtlich, dai bei der Benzoylie- 
rung in Lauge keine vollig einheitlichen Verbindungen erhalten 
wurden. Die Prozentzahlen fiir den Kohlenstoff bei den vor- 
sichtig behandelten Praparaten schwanken von 59,06°/o bis 
99,56 °/o, also Differenzen von 0,5°/o, jedoch wurden, allerdings 
nur bei weniger vorsichtigem Verfahren, auch Priparate mit 
61°/o C und solche unter oben genannten Zahlen erhalten. 
Durchaus einheitliche Produkte lieferte uns die fiir die Zer- 
setzung weniger gefihrliche Natriumbicarbonicum-Methode. 


20* 
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b) Bicarbonatpraparate. 


Priparat 6. Das Pferdeserumglobulin war 26 Stunden 
dialysiert worden. Die‘Benzoylierung verlief fast quantitativ, 
sodaB in der filtrierten Fliissigkeit nur noch Spuren von Globulin 
vorhanden waren. Der entstandene Niederschlag bestand, wie 
stets, aus grobkérnigen kugligen Gebilden. 

Verbrennung. 

0,1616 g Substanz = 0,0984 g H,O und 0,3376 g CO,, 
gefunden: C = 56,97°/o und H = 6,76°/o. 
Stickstoffbestimmung. 

Die ersten Analysen ergaben ziemlich hohe Werte fiir N. Man 
mute unter diesen Umsténden an N-haltige Einschliisse — (NH,),SO, — 
denken und es wurde deshalb das Priparat 5 Stunden lang mit sehr 
verdiinnter Schwefelsdure kalt behandelt, dann mit verdiinnter KOH, 
CH,COOH, Alkohol und Ather ausgewaschen. Die Prozentzahlen fielen 
zwar etwas, ohne dafs eine Spaltung eingetreten zu sein schien, jedoch 
blieben sie gegeniiber allen anderen Eiweifkérpern dieser Gruppe um 
ca. ?/s°/o héher. 

0.4112 g Substanz == 40,7 ccm ‘'/:0o-n-Séure, entspr. 13,85°/o N 
0.3359 » > == $8.55 » > > 13,98°o >» 
0.3788 > >» = 8815 » ' > 14,10°%o » 
Nach einstiindigem Erwaérmen mit 1°/oo H,SO, bis 70° fanden wir 
0,1542 g Substanz == 15,35 ccm '/10-n-H,SO,, folgt: 13,93°/o N 
0Q,1650 » > == 16,60 » > > 14,08°/o » 

Dieser letzte Versuch wurde ausgefiihrt, um etwa an das 
Kiweif angelagertes oder gebundenes Ammoniak wegzuschaffen, 
jedoch zeigen die Analysen duBerst deutlich, daf der Stickstoff 
nicht in so leicht eliminierbarer Form im Eiweifs vorhanden, 
sondern fest gebunden ist. Der hodhere Stickstoffgehalt bei 
dieser Probe gegentiber den noch zu besprechenden Praparaten 
liBt sich am wahrscheinlichsten dadurch erkliren, da’ noch 
etwas unangegriffenes, d. h. nicht benzoyliertes, aber koagu- 
liertes Globulin als Verunreinigung eingeschlossen war. 

Priparat 6, Mittel; 
CG = 66,87%0 Ny — 13.99%, 
H = 6,76%o 


Priparat 7. 
Verbrennungen. 
1. 0,2434 g Substanz = 0,1432 g H,O und 0,5116 g CO, 
entsprechend CG = 57,32°/o und H = 6,53°o. 
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2. 0,3540 g Substanz = 0,2252 g H,O und 0,7420 g CO,, 
entsprechend C = 57,16°/o und H = 7,06°/o. 


Stickstoffbestimmung. 
1. 0,6446 g Substanz = 61,0 ccm '/1o-n-H,SO, = 13,25°/o N 


2.0,7342 » >» == 69,9 >» > = 13,32%> > 
Schwefel: 0,2154 g Substanz = 0,0114 g BaSO,, entspricht 0,73°/o S 
0,1716 » >» = 0),0092 » > > 0,74°/o » 
Asche: 0,4780 >» > = 0,0006 » Asche = 0,13%o. 


Praparat 7, Mittel: 


57 249] | 
C = 57,24"0 NW — 13.28%, S = 0,73%, Asche = 0,13°%o. 
H = 6,79% 


Zur Feststellung, ob NaOH nach der Bildung und dem 
Ausfallen der Bicarbonatpraparate nachtriéglich noch Verinde- 
rungen am Molekiil hervorruft — etwa durch Abspaltung einer 
bestimmten Gruppe —, wurde eine grOéfere Probe dieses Glo- 
bulins in NaHCO, benzoyliert, filtriert und in zwei Teile geteilt. 
Der eine Teil wurde weiter mit NaHCO,-Lésung (Priparat 8), der 
andere mit verdiinnter Natronlauge gewaschen (Praparat 9). 


Praparat 8. Praparat mit NaHCO, gewaschen, dann 
mit kalter verdiinnter Saéure behandelt. 


! 


Verbrennung. 

0,1770 g Substanz = 0,1062 g H,O und 0,3714 g CO,, 
gefunden: C == 57,23 °%o und H = 6,66°/o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,2785 g Substanz = 26,7 ccm '/1o-n-H,SO, = 13,42°o N 


0,2560 » > = 24,5 » > = 13,40°%o >» 
0,3598 >» > = 34,2 >» > == 13.50%. » 
0,3176 >» > = 30,35 » > == 13,37°/o » 


Asche: 0,2930 g Substanz = 0,0018 g Asche = 0,61 %0. 
Priparat 8, Mittel: 


. . a 9: 0/ 
C = 57,23°0 Ny == 13,37%e, Asche = 0,61%. 


H = 6,66°/o 
Praparat 9. Zweiter Teil der Benzoylierung mit NaOH 
(verdiinnt) gewaschen. Nachher lieBen wir wie bei Priparat 5 
verdiinnte H,SO, wieder etwa 1 Stunde einwirken und ver- 
driingten diese durch NaOH, CH,COOH und Wasser. 


Verbrennung. 
0,2142 g Substanz = 0,1286 g H,O und 0,4486 g CO,, 
gefunden: C = 57,11°%o und H = 6,67%o. 
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Stickstoffbestimmung. 

0,1804 g Substanz = 17,4 ccm '/1o-n-H,SO, = 13,50°/o N 

0,1550 » > =149 » , 13,45°/o » 

Die Ubereinstimmung der Analyse der beiden Priiparate 8 
und 9 zeigt, daf die Natronlauge bei dieser kurzen Wirkungs- 
dauer des Auswaschens keine Verinderung hervorzubringen 
imstande ist, wahrend bei der Einwirkung im Entstehen ganz 
von diesem mit Lauge gereinigten Bicarbonatpraparat ver- 
schiedene Verbindungen erhalten wurden. 

Praparat 9, Mittel: 


C = 67,11 %/e N = 13,48 °)o. 
H = 6,67 °/o 


Priparat 10. Benzoylierung wie iiblich. Das fertige 
Pulver wurde nach dem Waschen mit kaltem und warmem 
Alkohol mit warmem Benzol behandelt. 


Verbrennungen. 
1. 0,2234 g Substanz = 0,1363 g H,O und 0,4663 g CO,, 
gefunden: C = 56,92°/o und H = 6,78°%o. 

2. 0,2154 g Substanz = 0,1282 g H,O und 0,4498 g CO,, 
gefunden: C = 56,95°/o und H = 6,61°%o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,1124 g Substanz = 10,6 ccm ‘/10-n-H,SO, = 13,20°/o N 
0,1552 >» » =147 » » 13,26 °%o >» 
Praiparat 10, Mittel: 


CG = 56,93% yy 13,23 /o. 
H= 6,69 °/o 


Priparat 11. Dargestellt wie die andern Praparate. 
aber ohne die bei Priiparat 10 eingeschaltete Benzolbehandlung. 
Verbrennung. 

0,3388 g Substanz = 0,2098 g H,O und 0,7122 g CO,, 
gefunden: C = 57,33°o und H = 6,88°/o. 

Bei den eben besprochenen Eiweifkorpern sehen wir, 
daB der Kohlenstoffgehalt schwankt zwischen den Werten 
56,92 °/o und 57,33°/o, Differenzen von 0,4°/o, die bei der 
Schwerverbrennlichkeit dieser Kérper sehr wohl in die Fehler- 
grenze fallen. Kein einziges nach dieser Methode dargestelltes 
Priiparat ergab andere Zahlen, so daf wir also sagen kénnen, 
diese BenzoyleiweiBe sind einheitlich und von konstanter Zu- 


sammensetzung. 


| 


! 
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Natiirlich interessierte uns hiernach das Verhalten anderer 
EiweiBarten gegentiber der Benzoylierung. Bei einem vor- 
liufigen Versuch mit Pferdeserumalbumin schien es, als ob 
sich dieser KOrper nicht benzoylieren lasse; der Niederschlag 
ging beim Behandeln mit warmem Alkohol zum griBten Teil 





in Lésung. Wahrscheinlich war aber die Fliissigkeit sauer 
geworden und Benzoeséure war ausgefallen. Spiiter ging die 
Reaktion bei der Wahrnehmung der schon besprochenen Vor- 
sichtsmabregeln glatt vonstatten. 


Pferdeserumalbumin. 
a) Benzoylierung in NaHCQ,. 


Priparat 12. Das Ausgangsmaterial wurde dargestellt 
, aus Pferdeserum, das, wie nachtriglich bemerkt wurde, schon 

etwas in Verwesung tibergegangen war, durch zweimaliges 
Fallen mit (NH,),SO, (1:1) und H,SO,. Das Aussehen der 
Benzoylalbumine ist dem der entsprechenden Globuline gleich. 


Verbrennungen. 
. 0,2776 g Substanz = 0,1588 g H,O und 0,5956 g CO,, 
gefunden: C = 58,51°/o und H = 6,35°o. 
. 0,1644 g Substanz = 0,1026 g H,O und 0,3562 g CO,, 
gefunden: C = 59,08°%o und H = 6,93°/o. 
. 0,1598 g Substanz = 0,0926 g H,O und 0,3466 g CO,, 
gefunden: C = 59,15°/o und H = 6,44°o. 
? Stickstoffbestimmung. 
1. 0,4262 g Substanz = 42,1 cem ‘'/1o-n-H,SO, == 13,83°/o N 
2. 0,4044 » > = 40,1 » < = 13,88°%o » 
Mittel aus Priparat 12: 


— 


bo 


No 


C = 58.91% yy _ 1g 950), 
H =— 6,57 °/o 


Priparat 13. Das Albumin wurde erhalten aus frischem 
Serum durch Aussalzen mit festem, chemisch reinem MgSQ,. 
Die Losung wurde zur teilweisen Entfernung des Salzes dialysiert. 


i Verbrennungen. 
? 1. 0,3756 g Substanz = 0,2138 g H,O und 0,7990 g CO,, 
: gefunden: C = 58,01°o und H = 6,32%o. 

. 0,1837 g Substanz = 0,1090 g H,O und 0,3942 g CO,, 
gefunden: C = 658,52°/o und H = 6,59 °%o. 

. 0,3774 g Substanz = 0,2188 g CO, und 0,8036 g CO,, 
gefunden: C = 58,07% und H = 6,44°%o. 


bo 


1S) 
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Stickstoffbestimmungen. 

Teil a) N = 13,44°/o (0,2000 g = 0,02688 g N) 

» » N = 13.06% (0,2262 >» = 0,02954 >» ») 

> b) N = 13,08°Jo (0,3028 » = 0,03962 » >). 
Asche in Praparat 13: 0,6132 g Substanz = 0,0014 g Asche = 0,23. 

Praparat 13, Mittel: 
C = 58,20%0 N — 13.19%, Asche = 0,23°%o. 
H = 6,45 °/o 

Priparat 14. Kontrolldarstellung zu obigem Praparat 13. 


Verbrennung. 

0,3266 g Substanz = 0,1890 g H,O und 0,6990 g CO,, 
gefunden: C = 58,36°%o und H = 6,43°/o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,1644 g Substanz = 0,0215 g N, entsprechend 13,11°/o N. 
Praparat 14, Mittel: 

CG = 58,36°%o yy _ 13,11%o. 

H = 6,43% 
b) Benzoylierung in NaOH. 

Praparat 15. Hier wirkte bei dem Teil «a» die Lauge 
nur kurze Zeit ein, wahrend der Teil <b» linger mit NaOH 
Zusammen war. 

Teil «a>. Verbrennungen., 

1. 0,2872 g Substanz = 0,1668 g H,O und 0,6284 g CO,, 

gefunden: C = 59,67°/o und H = 6,45°/o. 

2. 0,2344 g Substanz = 0,1330 g H,O und 0,5136 g CO,, 
gefunden: C = 59,76°/o und H = 6,30°)o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,2920 g Substanz = 27,95 ccm '/10-n-H,SO, = 13,40°%o N 
02724 > » = 26,35 > > — 13,54% >» 
Schwefel: Praparat 15. 

0,1086 g Substanz = 0,0082 g BaSO, = 1,03°/o. 

Mittel aus Priparat 15<a>: 

GC = 59,71%/0 NW 13,47%o, S = 1,03%. 

H = 6,37% 
Teil <b». Darstellung wie oben angegeben. 
Verbrennung. 
0,1570 g Substanz = 0,0952 g H,O und 0,3350 g CO,, 
gefunden: C = 58,19°/o und H = 6,73°/o. 

Gerade die Verschiedenheit der ersten und zweiten Dar- 
stellung im Kohlenstoffgehalt (59,71°/o und 58,2°/o C) zeigen 
wieder aufs deutlichste, wie unbrauchbar die Laugenmethode 
ist, wenn konstante Verbindungen erzielt werden sollen. 
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Rinderserumglobulin. 





a) Benzoylierung in NaHCO, 


Dieses Benzoylglobulin gleicht in Form und Farbe und 
in den duferen Eigenschaften ganz dem benzoylierten Pferde- 
serumglobulin. Den folgenden Analysen nach scheint aber doch 
die molekulare Struktur nachweisbar verschieden zu sein. 

Priparat 16. 


Verbrennung. 
1. 0,1752 g Substanz = 0,1096 g H,O und 0,3634 g CO,, 
gefunden: C = 56,57°/o und H = 6,95°%o. 


2. 0,2190 g Substanz = 0,1364 g H,O und 0,4532 g CO, 
gefunden: C = 56,44°%o und H = 6,92 °%/o. 
Stickstoffbestimmung. 

1. 0,2862 g Substanz = 29,7 ccm '/10o-n-H,SO, = 14,53°/o N 


2. 0,3138 >» > a 31,95 » > — 14,25 °/o ‘i 
3. 0,3092 » > = 31.45 >» . = 14,23. » 
4, 0,2642 » > = 270 » » = 14.22% >» 
Asche: 0,3618 g Substanz = 0,0016 g Asche = 0,44%o. 
Schwefel: 0,4040 » > = 0,0170 » BaSO, = 0,58°/o S. 
Praparat 16, Mittel: 





ann fee ee OF 
C = 56,51°%o Ny — 14.31%, S = 058%, Asche = 0,44%. 
H = 6,930 


Praparat 17. Kontrolldarstellung zu Priparat 16. 


Verbrennung. 

0,2501 g Substanz = 0,1440 g H,O und 0,5198 g CO,, 
gefunden: C = 56,68°/o und H = 6,40°/o. 
Stickstoffbestimmung. 

1. 0.2198 g Substanz = 21,6 ccm '/1o-n-H,SO, 15,76°/o N 
2. 0,0636 » > = 63 » ‘ = 13.87% >» 
Praparat 17, Mittel: 

C = 56,68%0 Ny 13.81%). 

H = 6,40°/o 


! 


b) Benzoylierung in NaOH. 


Das Ausgangsmaterial war fibrinogenfrei (siehe Kapitel 
analytische Daten des Ausgangsmaterials). 
Praparat 18. 


Verbrennung. 
0,1356 g Substanz = 0,0850 g H,O und 0,2816 g CO,, 
gefunden: C = 56,64°%o und H = 6,96°/o. 
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Stickstoffbestimmung. 

0,1174 g Substanz = 11,1 ccm */so-n-H,SO, = 13,24°/o N 
0,0792 » > =: 76 » > = 13,44% >» 
Praparat 18, Mittel: 

C = 56,640 vy _ sg gqo), 

H = 6,96% , 

Die Analysen dieses Produktes schienen das merkwiirdige 
Resultat zu liefern, dafi die erhaltenen Verbindungen in NaOH 
identisch sind mit den Bicarbonatprodukten. Dieser Befund 
fesselte uns natiirlich in hohem Mafe, da solches beim Pferde- 
serumglobulin niemals beobachtet worden war und diese Eigen- 
schaft fiir das Rinderserumglobulin charakteristisch gewesen 
wire. Aber schon die zweite Darstellung dieser Verbindung 
belehrte uns, daf auch hdherwertige Korper erhiltlich sind. 
So ist also Rinderserumglobulin kein Eiweif, welches vom 
Losungsmittel unabhangige Benzoylprodukte liefert ; wohl bleibt 
aber bestehen, dal in Lauge auch Verbindungen von Bicarbonat- 
charakter darstellbar sind. Die Bedingungen, wann erstere 
oder letztere KOrper entstehen, sind nicht ermittelt worden. ') 

Priparat 19<a». Die Benzoylierung verlief unter daufer- 
lich gleichen Bedingungen wie bei Priiparat 18. 

Verbrennungen. 
1. 0,1752 g Substanz = 0,0970 g H,O und 0,3738 g CO,, 
gefunden: C = 58,20°o und H = 6,15°). 
2. 0,1034 g Substanz = 0,0594 g H,O und 0,2226 g CO,, 
gefunden: C = 58,71°/o und H = 6,38°%o. 

Der Stickstoff konnte nicht ermittelt werden, da nicht mehr gentigend 
Substanz fiir eine Bestimmung vorhanden war. 

Mittel der Analysenzahlen: C = 58,46°/o und H = 6,26°o. 

Priparat 19«<b» (2. Darstellung). Um sicher zu sein, 
daf die grofe Schwankung im C-Gehalt keine zufillige ein- 
malige war, stellten wir das Benzoylprodukt des Rinderserum- 


globulins unter gleichen Umstianden nochmals dar. (Prap. 19b). 


‘) Es erscheint mir nach Erfahrungen im Biologischen Institut nicht 
ausgeschlossen, dafs der scheinbare Widerspruch sich dadurch erklart, 
dafs jenes Serumglobulin noch viel (NH,),SO, enthielt, aus dem dann die 
Lauge Ammoniak freigemacht hat, wihrend sie selbst an die Schwefel- 
siure sich band. Die Benzoylierung spielte sich dann im wesentlichen 
in ammoniakalischer Lésung ab. Blum. 
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Verbrennung. 

0.2742 g Substanz = 0,1484 g H,0 und 0,5720 g CO,, 
gefunden: C = 56,88°/o und H = 6,01 °/o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,5000 g Substanz = 46,3 ccm '/1o-n-H,SO, = 12,96°%o N 
0,4372 » > — 399 >» ‘ — 12.78% >» 

Mittel aus Praparat 19 <b»: 

A a, N = 12,87%, 

Praiparat 19«c». 3. Darstellung. Um das lange Ein- 
wirken von Lauge zu vermeiden, wurde die Fliissigkeit rasch 
benzoyliert. Dann wurde sofort angeséuert (durch H,SO,), um 
die Lauge unschidlich zu machen, und filtriert. Jedoch muBte 
nochmals alkalisch gemacht werden, wobei dann die Lauge 
doch einige Zeit einwirken konnte, bis der Niederschlag 


filtriert war. 


Verbrennung. 
0,1718 g Substanz = 0,0998 g H,O und 0,3690 g CO,, 
gefunden: C = 58,57°/o und H = 6,45°/o. 


Praparat 20. Das Ausgangsmaterial wurde dargestellt 
durch 4 maliges Fillen mit (NH,),SO, im Verhaltnis von 1 : 1. 
Das Benzoylglobulin wurde zuletzt nach der tblichen Reinigung 
noch mit Benzol ausgekocht und im Vakuum getrocknet. 


Verbrennungen. 
1. 0.3870 g Substanz == 0,2276 g H,O und 0,7950 g CO,, 
gefunden: C = 56,02°%o und H = 6,53°/o. 

2. 0,2140 g Substanz == 0,1257 g H,O und 0,4408 g CO,, 
gefunden: C = 56,18°/o und H = 6,53°%o. 
Stickstoffbestimmung. 

0,1952 g Substanz = 19,7 ccm */10-n-H,SO, = 14,12°o N 
0,1772 >» » =: 179 >» > = 13,90°%o » 

Hierzu ist zu bemerken, dafi die Substanz fiir die Stickstoff- 
bestimmung durch Hitze beim Trocknen etwas gelb gefarbt war, sodah 
der gefundene N-Gehalt nicht absolut sicher ist. 

Praparat 20, Mittel: 
C= 5610" y — s40105, 
H = 6,53°o 


Benzoylierung bei Anwesenheit von MgO. 


Praparat 21. Die dialysierte Globulinldsung wurde mit 
festem pulverférmigem MgO versetzt, wobei wohl ein kleiner 
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Teil als Mg(OH), in Lésung ging und der Fliissigkeit alkalische 
Reaktion verlieh. Benzoylchlorid setzten wir wieder nur 
déuBerst vorsichtig zu. Beim Absitzenlassen beobachtete man 
die grédfSeren Korner am Boden des Gefafes. Neben diesen 
bildeten sich dann noch griéSere harte Klumpen, die wahr- 
scheinlich ein Gemenge sind von MgO und Globulin, das sich 
durch lokale saure Reaktion ausscheidet. Nach dem Filtrieren 
wurde das iiberschiissige MgO durch verdiinnte Saéure entfernt, 
welcher Prozefi mehrmals wiederholt wurde. Die ibrige 
Reinigung geschah in derselben Weise wie sonst. MgO ver- 
halt sich dem Eiweifi gegentiber wie NaHCO,, was die Ana- 
lysenzahlen beweisen, sodafi auf diese Art ebenfalls konstant 
zusammengesetzte Verbindungen erhiltlich sind. 


Verbrennung. 
0,1464 g Substanz = 0,0898 g H,O und 0,3034 g CQ,. 
gefunden: C = 56,52°/o und H == 6,67°/o. 
Stickstoffbestimmung. 
Die Temperatur ist beim Trocknen auf 115° gestiegen, wobei die 
Substanz etwas briaunlich verfairbt wurde. 

0,3004 g Substanz = 31,2 cem '/1o-n-H,SO, = 14,54°/o N 
0,2316 » > == 23,55 » > 14,24°%o » 
Praiparat 21, Mittel: 

=— me AOO, 
ibe fe 
H = 6,67%o 


Rinderserumalbumin. 


a) Benzoylierung in NaOH. 


Priparat 22. Das Albumin laBt sich wie dasjenige aus 
Pferdeserum mit dem Radikal C,H,CO vereinigen; der Nieder- 
schlag besitzt dieselben Eigenschaften wie die andern_ be- 
schriebenen Korper dieser Art. Das schwankende konstitutio- 
nelle Verhalten bei Einwirkung von Lauge zeigen hier die 
Analysen des verschieden verarbeiteten, aber gleich benzoy- 
lierten Ausgangsmaterials deutlich. 

1. Darstellung. 


0,1794 g Substanz = 0,1046 g H,O und 0,3940 g CO,, 
gefunden: C = 59,89°%o und H = 6,48°/o. 
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Stickstoffbestimmung. 
0,1310 g Substanz = 12,0 ccm '/1o-n-H,SO, = 12,83°/o N, 
2. Darstellung: Verdiinnte Lauge hat etwa eine Stunde eingewirkt. 
Teil <a». 01570 g Substanz = 0,0980 g H,O und 0,3376 g CQ,, 
gefunden: C = 58,64°/o und H = 6,93°%o. 





0,1962 g Substanz -= 0,1112 g H,O und 0,4162 g CO,, 
gefunden: C == 57,85°o und H = 6,30°%o. 
Stickstoffbestimmung. 
0,1058 g Substanz = 10,9 ccm '/10-n-H,SO, = 14,42°)0 N 


5 


0.2026 » > == 20,45 » > = 14,13°/o >» 
Teil <B>. 0,2636 g Substanz = 0,1542 g H,O und 0,5592 g CO,, 
gefunden: C == 57,75°/o und H = 6,49°o. 


Stickstoffbestimmung. 
0,2008 g Substanz == 19,3 ccm */10-n-H,SO, = 13,45°/o N 
) 0,1137 » > == 11,2 » > == 13,79%o » 
3. Darstellung. 


GC = 58,08 "/o N on 14,20°/o. 
H = 6,57 °/o 


b) Benzoylierung in NaHCO. 


Praparat 23. 
1. 0,1960 g Substanz == 0,1148 g H,O und 0,4170 g CO,, 
gefunden: C = 58,03°%o und H == 6,50°/o. 
2. 0,1474 g Substanz == 0,0898 g H,O und 0,3128 g COQ,, 
gefunden: C = 57,78°%/o und H = 6,76%o. 
Stickstoffbestimmung, 





0,1244 g Substanz = 12,1 ccm '/1o-n-H,SO, = 13,62°/o N 
0,2112 : > == 20,4 » > == 13,51°%,o » 


Priparat 23, Mittel: 
C = 57,91" Wy xe 13,56%o. 
H = 6,63°/o 
Priparat 24. 
1. 0,0886 g Substanz = 0,1882 g CO, und 0,0544 g H,0, 
gefunden: C = 57,87°/o und H = 6,82°/o. 
2. 0,0948 g Substanz = 0,0520 g H,O und 0,2014 g CQ,, 
gefunden: C = 57,84°;o und H = 6,09°/o. 
3. 0,1100 g Substanz = 0,0624 g H,O und 0,2324 g CO,, 
gefunden: C = 57,62°%o und H = 6,34%. 
4, 0,0700 g Substanz = 0,0376 g H,O und 0,1496 g CO,, 
gefunden: C = 58,28°%o und H = 5,97°o. 
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Stickstoffbestimmung. 
0,0438 g Substanz = 4,3 cem '/10-n-H,SO, = 13,74°0 N. 
Praparat 24, Mittel: 


C= 57,90 °/o N= 13,74°/o. 
H = 6,30 °/o 


Auch von diesem Eiweif sind bei der Benzoylierung in 
NaHCO,-Lésung konstante Verbindungen darstellbar. Auf die 
Unterschiede der Proteinstoffe verschiedener Tiere werden wir 
weiter unten zu sprechen kommen. 


Zusammenstellung der Analysenzahlen der 
benzoylierten Eiweifikorper. 


1. Pferdeserumglobulin, benzoyliert in NaHCO,. 














Priparat | %> C °fo H | %N | %S | °'o Asche 
6. 5697 | 676 | 1399 | — | — 
7. 57,24 | 679 | 1328 |: 0,73 | 0,18 
8. 57,23 | #666 | 1337 | — 0.61 
9 | s7dt | 667 | 13,47 . ee Sor 
10. 56,93 669 | 1328 |; — | =— 
11. 57,33 | 688 | jal i abe ~ 
Mittel : 67,13 | 67 | 1347 | — | O88 | 


2. Pferdeserumglobulin, benzoyliert in NaOH. 














Priparat | %% C % H | %1! | %S °’o Asche 
1 | 5956 | 677 | 1244 | 075 | 0,44 
2. 5906 | 648 | 1232 | — | na 
3, 59,15 7,18 oo | am wn 
4, 59,39 | 623 | 1270 | — | ‘a 
5. 6038 | 638 | #1239 | — | — 
Mittel: 5061 | 661 | 1246 | —- | 


Pferdeserumalbumin, benzoyliert in NaHCO,. 
eeee————————————————————————————————————————————— 





Priparat %o C % H | % N | %S | %o Asche 
12, | 5879 | 664 | 13868 | — | — 
13. 58,20 | 644 | 1319 | — 0,23 
4. 6} | 6886) | 648 | 122 | — 





Mittel: 58,44 650 | 1399,.| — ia 
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Pferdeserumalbumin, benzoyliert in NaOH. 











Priparat %o C % H | %N %0 S | °/o Asche 
ta. | 59,72 | 637 | 18,47 1.038 | ie 
15b. | 5819 | 6,73 | - —_ | os 


Rinderserumglobulin, benzoyliert in NaHCO,. 








Praiparat | jo C ‘oH | %N %o S | Jo Asche 
16. 56,50 | 693 | 1431 | 068 0,44 
17. | 56,68 — | 6,40 | 13,82 | — | — 

Mitte: | 5659 | 666 | 1406 | — | — 


Rinderserumglobulin, benzoyliert in NaOH. 
nnn nnn 





Priparat | % C | °'o H °0 N 
18. | 56,64 6,96 | 13,34 
19.<a> | 58,45 | 6,26 | ne 
19.<b» 56,88 | 6,01 | 12,87 
19<co | 58ST 645 | “ 
20. | 56,10 | 6,53 | 14,01 


Rinderserumglobulin, benzoyliert mit MgO. 
nnn nnn} 

















Priparat | oC | oly H | oN 
21. 56,52 | 6,67 14,39 
Rinderserumalbumin, benzoyliert in NaHCQ,. 
Priparat| %C | %H §| %N %, S | % Asche 
3. | 5795 | 668 | 18366 | — | — 
_ 2 | 57,90 | 681 | 18,74 | ~ 
Mittel: | 57,92 | 647 | 13,65 a 


Rinderserumalbumin, benzoyliert in NaOH. 
a a a 














Praparat % CG | %H % N °fo S| %/o Asche 
22. 59.89 | 648 | 12,83 - | = 
pte — | 
58,64 | 6,93 | 
ce = | = | 14,27 a co 
| 57,85 | 6,30 | | 
b) | 57,75 | 649 | 18,62 oo, Pet 








306 F. Blum und Th. Umbach, 


Der Kohlenstoffgehalt des gewohnlichen Serumalbumins 
und Serumglobulins liegt ca. 0,3°/o auseinander (Giirber und 
Michel?) fanden 53,08 °/o C, 7,1°/o H; Schulz?) fand 52,95 °/o C, 
6,96°/o H und Hammarsten’) 52,71°/o C, 7,01°/o H). 

Nach der Benzoylierung in Bicarbonatlésung ist der Ab- 
stand rund 1,3°/o und zwar ist beim Rind und Pferd trotz der 
Verschiedenheit der Grundzahlen diese Differenz die némliche. 

Daly aber die Zahlen so erheblich auseinander liegen, 
ist eine besonders wichtige und interessante Er- 
scheinung. Beweist es doch, dah darstellungsmaBig 
gleiche Eiweifikérper aus dem Blute verschiedener 
Tierarten bei der Benzoylierung in ihrer Konstitution 
nachweisbar sich unterscheidende Substanzen liefern. 

Gemif} den obigen Tabellen hat das benzoylierte Pferde- 
serumglobulin einen C-Gehalt von 57,13°/o — wir betrachten 
nur die Bicarbonatpriiparate —, das benzoylierte Rinderserum- 
globulin einen solechen von 56,59°/o im Durchschnitt. Die hier 
angegebenen Zahlen sind, wie im Texte zu ersehen ist, keine 
zufiilligen Resultate, sondern sie sind, wie das Pferdeserum- 
globulin, das Mittel aus 8 Verbrennungen 6 verschiedener Pra- 
parate, die alle nur um 0,4°/o differieren. Das Praparat 10 
weist die niedrigste Zahl mit C = 56,93°/o auf. Anderseits 
ist die C-Zahl fiir das Rinderserumglobulin mit 56,59°/o das 
Mittel aus 3 Verbrennungen von 2 Darstellungen, wovon die 
héchste Zahl 56,68°/o betrug. Die Albumine des Blutserums 
von Pferd und Rind zeigen bei der Benzoylierung ganz dhnliche 
Verhaltnisse; aber nur der Durchschnitt, nicht schon die einzelnen 
Analysenwerte liefern so eindeutige Ergebnisse wie die Globuline. 

Nach dem Ausfall der bekannten biologischen Reaktionen 
— Priicipitinbildung usw. — hat man bereits mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit annehmen diirfen, daB die bis dahin als identisch 
angesehenen Eiweifkérper der einzelnen Tierspezies von ein- 


') A. Michel, Sitzungsberichte der Wiirzburger Phys. Med. Ges., 
N. F., Bd. 29, S. 117 (1895). 

*) F. N. Schulz, Diese Zeitschrift, Bd. 25, 5. 16 (1898). 

‘) 0. Hammarsten, Uber das Fibrinogen. Pfliigers Archiv f. 


d. ges. Physiol., Bd. 22, S. 431 (1880). 
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ander konstitutionell verschieden sind; hier aber liegt der 
zahlenmiabige, chemische Beweis des Unterschiedes der Zu- 
sammensetzuug vor. Es ist diese chemisch nachweisbare Diffe- 
renz im Bau z. B. des Serumglobulins ein duferst wichtiger 
Umstand, der auch in Zukunft bei der vergleichenden Be- 
arbeitung der einzelnen Eiweifkoérper nicht mehr aufer Beach- 
tung bleiben moge. 


Quantitative Bestimmung des eingetretenen Benzoyls. 


Um zu erfahren, wieviel Benzoyl in das Eiweifmolekiil 
eingetreten sei, wurde der Benzoyleiweifkérper zerlegt. Es 
wurde zu diesem Zweck zundchst mit 5°/oiger Lauge lingere 
Zeit tiber kleiner Flamme erwirmt. Die Lésung nahm bald 
eine gelbe Firbung an; das Pulver verschwand und nur noch 
Flocken schwammen in kleiner Menge suspendiert in der Fliissig- 
keit herum. Nach etwa 2 Stunden wurde erkalten gelassen und 
dann verdiinnte H,SO, zugegeben bis zur schwach sauern 
Reaktion. Hierbei war ein Geruch nach H,S erkennbar. Die 
Lésung triibte sich durch ausgeschiedenes EiweifB und freie 
Benzoesiiure, welche dann mit Ather extrahiert wurde. Die 
iitherische LOsung wurde mehrmals mit Wasser gewaschen, 
um etwa mitgerissene Schwefelséiure zu entfernen. Da die 
Loésung noch schwach gelbe Farbe zeigte und sich diese beim 
Verdunsten des Athers noch verstirkte, so wurde die C,H,COOH 
nochmals mit NaOH aufgenommen, wie oben frei gemacht und 
gesammelt. 

Fir 0,8320 g Substanz wurden gebraucht beim Titrieren mit '/10-n- 
NaOH 12,7 ccm. Das entspricht 16,02 °/o C,H,CO. 

2. Bestimmung: 0,3666 g Substanz liefern Benzoeséure = 5,75 ccm 
'/1o-n-NaOH entsprechend 16,46 %o C,H,CO. 

Bei der zweiten Bestimmung war eine Wiederaufnahme 
der Benzoesiiure in Lauge nicht nétig, da die atherische Lésung 
wasserhell aussah. 

Um zu ermitteln, ob bei dieser Operation auch aus ge- 
gewOhnlichem Globulin in Ather lésliche Siiuren abgespalten 
wurden, wurde Pferdeserumglobulin ebenso mit 5°/oiger Natron- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVIII. 21 
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lauge behandelt, wobei sich ergab, daf dies tatsiéchlich in 
geringem Umfang der Fall ist; denn Lackmuspapier wurde 
schwach rotlich gefiirbt. Wir wiirden, trotz der Geringfiigigkeit 
dieser Siurekomponente, deshalb die Bestimmungen der Benzoe- 
siiure nicht weiter bewertet haben, wenn nicht die direkt 
gefundenen Zahlen mit den aus der Kohlenstoffabnahme be- 
rechneten genau iibereinstimmten. Wir werden darauf spiiter 
naher eingehen. 

Weil das Laugenverfahren andere Verbindungen lieferte, 
als die Eiweiflésung in NaHCO,, so war es denkbar, daf 
einmal nur die NH,-Gruppen, das andere Mal diese und 
die OH- resp. COOH-Gruppen benzoyliert werden. Um uns 
dariiber Aufschlu{ zu verschaffen, lieBen wir unter ganz den- 
JOH 
*\NH, 
in NaOH und NaHCO,-Losung einwirken, wobei wir 2 Priaparate 
erhielten mit genau demselben Schmelzpunkt (nach Umkry- 
stallisieren in Wasser), sodas also die beiden Darstellungen 
identisch sind. Denselben Versuch wollten wir mit Tyrosin 
ausfiihren, jedoch fiel das Benzoyltyrosin nur in ganz ge- 
ringer Menge aus, wahrscheinlich ist dasselbe in Wasser etwas 
ldslich. Jedenfalls macht es der erste Versuch unwahrschein- 
lich, daf einmal nur die OH-Gruppe, ein anderes Mal diese 
und die Amingruppe Benzoyl aufnehmen; jedoch k6énnen wir 
auf Grund dieses einen Versuches hiertiber nichts AbschlieBendes 
aussagen. Auch mit Amidoessigsaure stellten wir einen ver- 
gleichenden Versuch der Benzoylierung an; die Benzoylierung 
in NaHCO,-Loésung lieferte ebenso wie das Laugeverfahren 
Hippursdure. 

Es driingte sich die Frage auf, ob fertige Bicarbonat- 
praparate beim Aufschwemmen in verdiinnter NaOH und neuer- 
lichem Zugeben von C,H,COOH verwandelt werden in Korper 
mit hdherem C-Gehalt, also in Laugenpraparate? Von vorn- 
herein konnte vermutet werden, daB dies nicht der Fall sei, 
denn wenn einmal die Vereinigung stattgefunden hat und das 
Reaktionsprodukt unléslich geworden ist, dann kann kaum 
mehr eine Umsetzung vor sich gehen. Das Experiment be- 


selben Bedingungen Benzoylchlorid einmal auf p-C,H 
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stiitigte die Vermutung, indem die Lauge nur spaltend ein- 
wirkte, soda der C-Gehalt zwar etwas stieg, jedoch in in- 


konstanter Weise. 


Umrechnungen. 


Behufs quantitativer Bestimmung der in die Eiweifimolekel 
eintretenden Benzoylreste fiihrten wir die oben angegebene 
Abspaltung der Benzoesaure mittels NaOH aus; fernerhin ver- 
suchten wir die quantitative Benzoylierung einer Eiweiblosung 
von bekanntem Gehalt. Das letztere Verfahren ergab trotz 
vorsichtiger Arbeitsweise keine zuverlissigen Werte. — Es liabt 
sich aber die Menge des Radikals C,H,CO unter der Voraus- 
setzung, dai das Eiweifimolekiil bei der Benzoylierung im 
iibrigen unversehrt geblieben ist, durch Rechnung aus der 
Kohlenstoffverinderung ermitteln. 

Diese rechnerische Ermittlung geschieht nach dem System 
der sogenannten Mischungsrechnungen. Gefragt ist: «Wie viel 
Gramm Benzoyl sind in 100 g Benzoyleiweili enthalten?» Die 
Gleichung fiir den Kohlenstoffgehalt ist folgende: 

x g Benzoyl enthalten 0,8 x x g C 
(100—x) g Eiweif > 0,527 -(100—x) g C 
ausgehend davon, daf 
1g C,H,CO enthalt 0,8 g C und 1 g Globulin enthalt 0,527 g C. 
(Hammarsten C == 52,7 °%o). 
Die bei der Reaktion erhaltenen 100 g Benzoylglobulin 
(Pferd) enthalten 57,1 g C. Die Gleichung lautet also: 
(100—x) - 0,527 g + 08 x == 571 
52,7—0,527 x + 0,8 x = 57,1 
0,273 x == 4,4: 
x= 44 
0,273 

In 100 g Benzoylglobulin sind also 16,11 g Benzoyl ent- 
halten (direkt bestimmt 16,02°/o und 16,46°/o). Um aus der 
Zunahme des Kohlenstoffes die Abnahme des Stickstoffgehaltes 
berechnen zu kinnen, miissen wir erst erfahren, wie viel von 
dem Radikal C,H,CO zu 100 g gewoéhnlichem Pferdeserum- 
globulin in Verbindung treten. 


= 16,11 g C,H,CO. 


21° 
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Es verbinden sich: 

83,89 g Eiweif mit 16,11 g C,H,CO; 
16,11 x 100 
83,89 

Zu dieser Zahl gelangen wir auch direkt als Lésung der Gleichung 
52,7 + 0,8 x = (100 + x)-0,571 
x = 19,20 g. 
Wenn in 100 g gewoéhnlichem Eiweifi§ nun 15,83 g N enthalten 
sind (Zahl nach Hammarsten, Blum, Hausmann) 


mit 100 g E. also = 19,20 g. 


und in 19,2 g C,H,CO =a 0,0 gN, 
so sind in 119,2 g Benzoylglobulin auch 15,83 » N 
in 100,0 » aber 13,28 » N 


also 13,28%o N. 


Diese durch Rechnung ermittelte Zahl stimmt mit dem 
Mittel aus den gefundenen Zahlen fiir N = 13,34°/o (ohne 
Einreihung von Priiparat 6) sehr gut und 13,47°/o bei Ejin- 
schluB dieses Priiparates immer noch geniigend tiberein. 


Molekulargewicht. 


Zu 16,11 g C,H,CO gehéren 83,89 g Eiweif; 
ae as = 546.8. 

Bei der Annahme, da eine Benzoylgruppe in die Eiweif- 
molekel eintrete, ergibt sich als Molekulargewicht des Glo- 
bulins die Zahl 547 als Mindestgr6éfe. Wahrscheinlich treten 
jedoch mindestens 5 Benzoylgruppen ein; damit ware dann 
das Molekulargewicht auf 2735 zu setzen (Rinders.-Alb. 2774: 
siehe bei den BenzoyljodeiweiBkoérpern). 

Aus der Abnahme des Stickstoffgehaltes lait sich um- 
gekehrt auch die Kohlenstoffzunahme berechnen. In 100 g 
gewohnlichem Pferdeserumglobulin sind 100 - 0,1583 g N ent- 
halten. Tritt noch N-freies Benzoyl hinzu (x g), so haben wir 
(100 +- x) g Benzoylprodukt, das nach den Analysenzahlen 
(100 +- x) X 0,1334 g N enthalt; folglich gilt wieder die 
Gleichung: 100. 0,1583 +- 0- x = (100 + x) 0,1334, woraus 
x = 18,67 die Anzahl Gramm Benzoyl angibt, die sich mit 
100 g Eiweib verbinden. Diese 18,67 g C,H,CO  enthalten 
14,94 g Kohlenstoff. 


zur Molekularzahl 105 
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100,00 g Pferdeserumglobulin enthalten 52,71 g C 
18.67 » Benzoyl, die hinzutreten 14,94 » C 
118,67 g Benzoylprodukt enthalt — 67,65 g C 
100 g also: 57,00 g, 

eine Zahl, die mit dem Mittel 57,13°/o tibereinstimmt. Auch 
durch andere Uberlegung noch gelangt man zu derselben Zahl: 
15,83 g N sind in 100 g Pferdeserumglobulin; 13,34 g sind in 
84,27 g Globulin. Es sind also in 84,27 g Globulin gleichviel 
Gramm Stickstoff wie in 100 g Benzoylglobulin; der Rest also 
von 84,27 auf 100g sind N-freie Substanz, also in 100g Benzoyl- 
globulin sind 15,73 g Benzoyl. Durch Zweisatzrechnung er- 
halten wir die Menge Benzoyl, die zu 100 g Globulin treten 

mit 18,66 g. 
In 100 g also eR 
Wie oben ergibt sich dann wieder die Zahl 57,0°/o C. 


= 57,03 g (gefunden 57,13°/o). 


Berechnung des Wasserstoffgehalts, 
100,00 g Globulin enthalten 7,0L g H 
18,66 » Benzoyl (s. 0.) >» 0.89 » H 

118,66 g Bezoylglobulin 7,90 g H. 
7,9 + 100 


100 § “118.66 


= 6,66 g (gefunden 6,74°/o H). 


Umgekehrt erhalt man bei Zugrundelegung der Zahl 
N = 13,34 fiir das Ausgangsmaterial die Stickstoffzahl 15,90°/o: 
denn 100g Benzoylglobulin setzen sich zusammen aus Globulin 
(83,89 g) und N-freier Substanz (Benzoyl) 16,11 g, wiederum 
abgeleitet aus der C-Veriéinderung. Die in 100 g Benzoylglo- 
bulin enthaltenen 13,34 g N sind also allein in jenen 83,89 g 
des N-haltigen Teiles (unverindertes Globulin). 100g dieses 
Anteils d. i. des unverinderten Globulins wiirden also ent- 


halten: 
13,34 - 100 
open wp So 
83,89 15,90 g 


Analytische Daten der Ausgangsmaterialien. 


Zur Analysierung der Eiweifikérper wurden die wiisserigen 
ammonsulfathaltigen Loésungen mit Essigsiiure angesiuert und 





312 F, Blum und Th. Umbach, 

gekocht, wobei das Eiweif koaguliert und ausfallt. Das voll- 
stiindige Befreien von den letzten Spuren des Ammoniumsulfates 
brauchte stets langere Zeit, oft mehrtaégige Behandlung mit 
kochendem Wasser. Erst wenn selbst in gréferen Mengen 
des Filtrates beim Zusatz von BaCl, keine Spur einer Triibung 
oder einer Opalescenz nach ca. 10 Minuten mehr sichtbar war, 
wurde mit dem Waschen aufgehért. Nachher wurde bei 105° 
bis zur Konstanz getrocknet. Einige der koagulierten Eiweib- 
kOérper wurden im feuchten Zustande mit Alkohol gekocht, 
damit das Trocknen rascher vonstatten gehe. 


Der Stickstoffgehalt betrug nun bei 


Pferdeserumglobulin: 14,64°/o N 














> 14,71°/o » 
Rinderserumglobulin: 15,12°/o » 

> 15,33 Jo » 

> 15,35 °/o >» 

> 15,36 %/o » 

> 15,45 °/o » 

> 15,49 °j0 >» 

> 15,19 %/o » 

> 15,12 °%o » 
Pferdeserumalbumin: 15,49°/o N 15,30°/o N 

» 15,83 °/o >» 15,30°%o » 
Rinderserumalbumin: 15,05°/o » 


15.290), » 1l2%o N 


Mittel : 
Pferdeserumglobulin: 14,67 °/o N 
Rinderserumglobulin:  15,30°o » 
Pferdeserumalbumin:  15,37°%o » 
Rinderserumalbumin: 15,13°/o » 


Die Zahlen liegen gegeniiber denjenigen der Literatur 
alle etwas niedrig. Wir stellten deshalb, weil wir die An- 
wesenheit von Fibrinogen bei den Globulinen und Mucoid bei 
den Albuminen fiir méglich hielten, davon befreite Eiweif- 
kérper dar. Das Fibrinogen wurde zu beseitigen gesucht 
durch Verwendung moglichst klaren Serums als Ausgangs- 
material und durch langes Dialysieren der Eiweiflosungen, 
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wobei eventuell noch vorhandenes Fibrinogen zur Ausscheidung 
gelangen soll. Nachher wurde das Globulin mit weniger als 
dem gleichen Volumen (NH,),SO,-Lésung ausgesalzen. Mucoid- 
freies Pferdeserumalbumin stellten wir dar durch 4tiigiges 
Dialysieren und Koagulieren mit CH,COOH. Jedoch ist hier 
die voéllige Abwesenheit von Mucoid fraglich. Beim Rinder- 
serumalbumin fillten wir mit HCl. Gewohnliches Rinder- 
serumalbumin wurde geldst, 8 Tage lang dialysiert und mit 
HCI gefillt. Der Niederschlag wurde in NaHCO, aufgenommen 
und nun mit Essigséure gefallt. Nun wurden folgende Zahlen 


gefunden : 
Fibrinogenfreies Pferdeserumglobulin : 
14,61% N 14,75 %o N. 
Mucoidfreies Pferdeserumalbumin: 
15,57 Jo N 15,65 Jo N 15,55 Jo N. 
Rinderserumalbumin : 
15,16 %Jo N 15,29 Jo N 15,13 %o N. 

Da sowohl Blum durch Umrechnung der nach der Blum- 
Vaubelschen Methode dargestellten Jod-Eiweifik6érper, wie wir 
hier bei den benzoylierten Eiweifen auf die Zahl N = 15,8 fiir 
gewOhnliches Globulin kamen, so miissen wir annehmen, dal 
beim Koagulieren und besonders bei dem langen Auskochen 
mit Wasser Stickstoff abgespalten wird, wiihrend dies beim 
Benzoylieren in NaHCO,-Lésung in der Kiilte und der nach- 
triglichen Reinigung der Benzoyleiweifkérper nicht _ statt- 
findet. 

Bei der Wichtigkeit der Klarstellung dieses Punktes haben 
wir das Ausgangsmaterial noch auf eine weniger eingreifende 
Weise von dem beigemengten Ammonsulfat befreit und zur 
Analyse gebracht. Es wurde die jeweilige Kiweiflésung zuerst 
langere Zeit — bis zu 10 Tagen — gegen flieBendes Wasser 
dialysiert und die klare Loésung alsdann mit einigen Tropfen 
Kssigsiure und einem gleichen Volumen von Aceton versetzt 
und kurz im Wasserbad erhitzt, bis eine ausgiebige Koagula- 
tion eingetreten war. Hierauf wurde mit Wasser von 60° C. 
aus dem Niederschlag alles Ammonsulfat weggewaschen; dann 
nochmals mit Aceton oder Alkohol entwiissert und nunmehr 
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getrocknet. Die in dieser Weise behandelten Eiweibkorper 
ergaben folgenden N-Gehalt: 





Pferderserumglobulin. 
Priipirat a: 14,85—15,02—15,13°/o N. Mittel: 15,00°/o N (Asche 0,57 °/0). 
> b: 15,15 °%o N. 
2 ce: 15,14—14,97 °/o. Mittel: 15,06 °/o N. 
Mittel der 3 Darstellungen: 15,07 °/o N. \ 


Rinderserumglobulin. 


Priparat a: 15,52—15,76—15,64°/o N. Mittel: 15,64°/o N (Asche 0,8 °/o). 
b: 15,62—15,66 °/o N. > : 15,64°%o N. 
» ¢: 13,74—15,52 °/o >» >» : 15,63°%/o >» 
d: 15,83 °%o N. 
» e: 15,88 °%o » 


Mittel der 5 Darstellungen: 15,72 °/o N. 
Pferdeserumalbumin. 
Priiparat a: 15,85—15,97—15,94°/o N. Mittel: 15,92°/o N (Asche 0,64°/0), 
» bz 15,72—16,04—15,82°%o > >» +: 15,86%o >» 
c: 15,70°%/o N. 
Mittel der 3 Darstellungen: 15,82 °/o N. 
Rinderserumalbumin. 
Priiparat a: 15,93°/o N (Asche 0,51 °/o). 
>»  b: 15,92%o » ( » 0,58 %o). 
Mittel: 15,93 %Jo N. 

Es war also tatsiichlich durch die lange Behandlung mit 
siedendem Wasser eine Abspaltung von Stickstoff — wohl eine 
Desamidierung — eingetreten; die mildere Art der Reinigung 
hat zu Priiparaten gefiihrt, die in ihrem N-Gehalt den aus den 
Berechnungen hergeleiteten Erwartungen wesentlich mehr ent- 
sprechen. 


2. Teil. 
Benzoyleiweifkorper. 


A. Jodalbumine. 


Die Umrechnung der Zahlen bei den benzoylierten Al- 
buminen und Globulinen in benzoylfreies Eiweif ergab uns 
wohl einen Mindestwert fiir die MolekelgréBe, jedoch ist auf 
Grund der bisherigen Zahlen noch nicht abzuleiten, ob eine 
oder mehrere Benzoylgruppen eintreten. Je nachdem ware 
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dann jener Mindestwert zu vervielfachen, also z. B. beim Pferde- 
serumglobulin x < 547. Die Einfiigung von Jod und Benzoyl 
in das gleiche Molekil lieB eine weitere Aufklérung dieser 
Frage erwarten. Da die Benzoyleiweife unldslich sind, so mubte 
das Jod zuerst eingefiihrt werden. 

Nach der Blum-Vaubelschen Methode’) jodiert, ergeben 
nur die Albumine lisliche Verbindungen; die Globuline fallen 
aus und eignen sich deshalb fiir die nachherige Benzoylierung 
nicht mehr. Interessant ist die Tatsache, daf die Jodalbumine 
andere Fillungserscheinungen zeigen als ihre Muttersubstanzen. 
Wiihrend namlich die Lésung letzterer, mit (NH,),SO, im Ver- 
hiltnis von 1:1 versetzt, noch nicht ausfallen und erst zu 
diesem Behuf angesiuert werden miissen, gentigt schon bei 
den jodierten Albuminen der Zusatz des halben Volumens 
(NH,).SO,-L6sung, also eine Drittelsiittigung. Die jodierten 
EiweiSverbindungen wurden stets zuerst mit NaOH auf ganz 
kurze Zeit alkalisch gemacht und hiernach mit Essigséure aus- 
gefiillt. Dadurch wird das notwendig im Uberschu8 anwesende 
Jod gebunden. Dieser Prozef wurde in der Mehrzahl der Fiille 
wiederholt, weil beim Ansiiuern immer wieder etwas Jod frei- 
gemacht wurde und den Eiweibniederschiag verunreinigte. Nach- 
dem jedes freie Jod beseitigt war, wurde in Wasser gelést 
und mit der Hiilfte des Volumens (NH,),SO,-Lésung versetzt, 
wodurch das Jodalbumin fast quantitativ ausféallt. Vor dem 
Benzoylieren nach unserer oben besprochenen Methode wurde 
jeweils dialysiert. Die Reaktion zwischen Benzoylchlorid und 
Jodalbumin bei Gegenwart von NaHCO, verliiuft viel langsamer 
und durchaus nicht so quantitativ wie bei den genuinen Al- 
buminen. Die zu Beginn der Benzoylierung gelbe Farbe wird 
allmahlich heller und heller, bis sie fast farblos ist, und wieder 
ist der charakteristische Mandelgeruch bemerkbar. Die ge- 
reinigten und getrockneten Priiparate haben aber alle ein gelbes 
Aussehen. Unter dem Mikroskop ist das Bild dasselbe wie 
bei den schon besprochenen Benzoyleiweibkirpern; jedoch sind 
die Globuliten selten so wohl ausgebildet wie dort. 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 291. 
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1. Benzoyl-Jod-Pferdeserumalbumin. 





Ausgangsmaterial: Maximal jodiertes Pferdeserumalbumin. 
Hiervon wurde keine Analyse gemacht; dagegen wurden zwei 
andere Proben desselben Pferdeserumalbumins maximal jodiert 
und diese analysiert. 

Priparat 25a (Jodalbumin). 

Jodbestimmung (Carius). 
0,3540 g Substanz = 0,0620 g AgJ = 9,46°/o Jod. | 
Stickstoffbestimmung. 

0,3798 g Substanz = 36,8 ccm '/10-n-H,SO, = 13,56 %o N. 

Das Praparat gleicher Darstellung lieferte die Analysen: 

Priparat 25b: 


0.9316 g Substanz lieferten 0,0907125 g J = 9,730 J 
0.9090 » ' > 0,0892692 » » = 9.71% » 
0.5070 » B > 0,06972 » N = 13,75°%o N 
0,4246 >» > > 0,05852 =» » = 13,78%o >» 
Mittel aus Praiparat 25b: N = 13,76°%o0, J = 9,72 %/o. 
Mittel aus a und b: N = 13,66%/o, J = 9,59 %c. 


Praiparat 26 (benzoyliertes Jodalbumin): 
. 0.1610 g Substanz = 0,3048 g CO, und 0,0872 g H,0. 
C= 51,64 0 und H = 6,02 9/0, 
. 0,2078 g Substanz = 0,3976 g CO, und 0,1218 g H,0. 
C = 52,18°/o und H = 6,51. 
3. 0,0628 g Substanz = 0,1186 g CO, und 0,0286 g H,0. 
C = 51,50°/o und H = 5,06 %o. 
Stickstoffbestimmung. 
0.2076 g Substanz = 20,0 ccm ‘/1o-n-H,SO, = 13,51 °%/o N 
0,2020 » > =197 > ; = 13,65°%o >» 
0,1828 » > = 17,6 » > = 13,48 °%0 > 
Jodbestimmung. 
Carius: 0.1602 g = 0,0246 g AgJ entsprechend 8,29°o J 
Schmelze: 0,1648 » = 0,01366735 g Jod > 8,29 %/o » 
Schwefelbestimmung. 
0.1602 Substanz (Cariusbestimmung des Schwefels neben dem Jod) 
= 0,0092 g BaSO, = 0,79 %Jo S. 
Mittel aus Praparat 26. 
C = §1,77°%. N = 13,55 %o 
H= 686% J= 820% 8S = 070%. 
Praiparat 27. Ausgangsmaterial hierzu war Pferde- 
serumalbumin. Von der Lésung des jodierten Pferdeserumalbu- 


mins wurde eine kleine Probe entnommen und mit (NH,),S0, 


re 


tbo 
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und Essigséure koaguliert. Der Niederschlag wurde solange 
mit heifem Wasser ausgewaschen, bis im Filtrat mi€ BaCl, 
keine Triibung mehr entstand. Dann wurde bei 100° bis 


zur Konstanz getrocknet. 
Ausgangsmaterial. 
! 0),4214 g Substanz lieferten 0,0428714 g Jod (Schmelze) entspr. 10,17 °%o Jod. 
0,2594> >» — brauchten 26,2 cem /o-n-H,SO, = 14,14% N. 
Benzoylprodukt. 
0,0810 g Substanz = 0,1508 g CO, und 0,0432 g H,0. 
C = 50,77°o und H = 5,93°%o. 
0,0842 g Substanz = 8,4 ccm ‘'/1o-n-H,SO, == 13,96°/o N. 
Jodbestimmung verloren gegangen. 
Praparat 28. Gewohnliches Pferdeserumalbumin in 


NaHCO, maximal jodiert. 





Jodbestimmung. 
0,3456 g Substanz liefern 0,0299728 g Jod == 8,67°o J 
0,3616 » > » 0,03048 > » == 843% >» 


Stickstoffbestimmung. 

0,1870 g Substanz = 18,7 ccm ‘/1o-n-Séure = 14,00°o N 
0.2328 > >» =240 » , —= 14,43°%o » 
Mittel: N == 14,21°/o und J = 8,55 °/o. 

Benzoylprodukt hiervon: 
Verbrennung. 
0,0484 g Substanz = 0,0916 g CO, und 0,0280 g H,0O. 
C = 51,62°%o und H = 6,43 °o. 


2. Benzoyl-Jod-Rinderserumalbumin. 


Priparat 29. a) Ausgangsmaterial: 
0,5000 g Substanz lieferten 0,04623 g Jod, entsprechend 9,24°/o Jod. 

Die Substanz zu dieser Analyse wurde aus ihrer LOsung 
mittels Essigsiure zur Ausscheidung gebracht. Um _ einen 
eventuellen Unterschied zu konstatieren zwischen dem Pro- 
dukt, das aus saurer Lésung ausfillt, und dem durch Drittel- 
siittigung mit (NH,),SO, erhaltenen, wurde ein anderer Teil 
nach dieser Weise gefallt und analysiert. Hiervon lieferten 
0,4036 g Substanz 0,03848 g Jod, das sind 9,53°/o Jod. Die 
Substanzen diirften hiernach einheitlich sein. 


0,3652 g Substanz = 36,8 ccm "/10-Siure; folglich 14,11°/o N. 
Mittel der Zahlen: J = 9,38°o und N = 14,11°/o. 
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b) Benzoylprodukt: 


Verbrennung. 
0,0790 g Substanz = 0,1494 CO, und 0,0432 g H,O. 


C == 51,57°/o und H 6,08 %o. 
Stickstoffbestimmung. 
0,1020 g Substanz = 9,8 cem '/10-n-Séure = 13,45°/o N. 


Jodbestimmung. 


Carius: 0,1048 g Substanz 0,0150 g AgJ, daraus berechnet 7,73 °/o J 
Schmelze: 0,0968 » 0,0074529 g J > > 7,70 %/o » 


Schwefelbestimmung. 
0,1048 g Substanz = 0,0026 g BaSO,, entsprechend 0,34°/o S. 
Praiparat 29 (Benzoylprodukt), Mittel: 


C = 61,579 Je 771% S = 034%. 
H =e 6.08 9/0 N = 13.45 9/9, 
Priiparat 30. a) Ausgangsmaterial : 

1. Siurefallung : 0,2578 g Substanz = 0,0252 g J = 9,79°%o J 
2. Drittelsittigung: 0,2040 » > = 0,018644 g J = 9,14°%Jo » 
Stickstoffbestimmung. 

0,0970 g Substanz = 10,0 ccm ‘'/ro-n-Séure = 14,43°/o N. 
Mittel: J = 9,46°/o und N = 14,43 °/o. 


b) Benzoylprodukt: 


Verbrennung. 
0,0598 g Substanz = 0,1128 g CO, und 0,0354 g H,O. 


C = 61,44°%o und H == 6,58 %o. 
Stickstoffbestimmung. 
0.1254 g Substanz = 12,2 cem '/1o-n-H,SO, = 13,62N. 


Jodbestimmung. 
Carius: 01010 g Substanz == 0,0140 g AgJ = 7,49°/o J. 


Zusammenstellung. 


Benzoyl-Jod-Pferdeserumalbumin. 

















Priiparat C H N J 5 | Bemerkung 
Ausgangsmaterial; | 13 6G 959 — Nicht benzoyliertes 
zu 25, | | io os |  Jodalbumin. 

27. _ — | 1414/1017 | — 
28, — | — | 14,21) 855; — 
26. 51,77| 5,86 | 13,55} 8,29 | 0,79 | 
27. | 50,.77| 5.93) 1396) — | — | 


| 
| 
| 


28. si02|448| —~- | — | 
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Benzoyl-Jod-Rinderserumalbumin. 




















Priiparat C H WN} 3 | S 
Ausgangsmaterial zu 29. — | — | 14,11 938 | — 
; » 30.| — | — | 1448 | 9,42 a 

29, | 51,57 | 608 | 1345 | 7,7 si 

30. | 5144! 668 | 1362 | 749 | — 

Mittel: | 51,61 | 633 | 1353 | 761 - 


Umrechnungen und Mindestgréfe des Eiweiimolekiils. 


100g jodiertes und benzoyliertes Rinderserumalbumin 
enthalten 51,51g C und 13,53¢g N neben 7,61g Jod. Denkt 
man sich von diesen 100g das Jod herausgenommen (7,61 g), 
so bleiben 92,39 g jodfreies Benzoylalbumin mit ebenfalls 
51,51g C und 13,53¢ N. 

100g solchen jodfreien Benzoylalbumins enthalten dann: 


51,51 - 100 13,53 - 100 


ga59:( Oo oe ag 18g 


Bezeichnen wir wieder die Menge Benzoyl, die zu 100g 
Eiweif hinzutritt und berechnet werden soll mit x, so treten 
zu 100.0,5304g C des Ausgangseiweibes (siehe Cohnheim) 
noch 0,8-xg C (Kohlenstoffgehalt von x Gramm) C,H,CO. 
(100 + x)g jodfrei gedachten benzoylierten Albumins_ihrer- 
seits enthalten (100 + x) -0,5575g C; woraus sich fiir die Be- 
rechnung folgende Gleichung ergibt: 

100 - 0,5304 +- 0,8 x = (100 + x)-0,5575 
also x == 11,17 g. 
11,17 g C,H,CO treten demnach zu 100 g Eiweif. 

Wenn in 100g jodfrei angesetztem Benzoyleiweif 14,64g 
N enthalten sind (siehe oben), so sind in 111,17g ebensolchem 

14,64- 11117 g 


100 == 16,27 g N. 


Diese 111,17g benzoyliertes Albumin setzen sich nun 
aber nach Obigem zusammen aus 100g gewOhnlichem Albumin 
und 11,17g N-freiem Benzoyl. Folglich enthalten 100g Rinder- 
serumalbumin hiernach 16,27g, also 16,27°/o N. 
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16,18 und 16,33°/o N-Gehalt fiir Rinderserumalbumin ist 
friiher von dem einen von uns (Blum) veroffentlicht worden. 
Neuerdings fanden wir (s. 0.) den N-Gehalt bei 15,93°/o. Fiir 
Albumine ohne Benennung der Abstammung des Blutserums 
haben Schulz, Hofmeister und Michel Werte von 15,71 
bis 16,0%4°/o N angegeben. Wenn, wie oben berechnet, in 
111,17 g jodfreiem bBenzoylprodukt 11,17 g Benzoyl enthalten 


sind, so sind in 
92.39 g = a = 9,28 g Benzoyl. 

100 g Benzoyl-Jod-Rinderserumalbumin enthalten also 
7,61g Jod und 9,28¢ Benzoyl. 

Umgekehrt lift sich der Kohlenstoffgehalt des gewohn- 
lichen Rinderserumalbumins berechnen zu 53,16°/o, wenn der 
Stickstoffgehalt zu 16,2°/o angenommen wird. 

16,.2¢ N sind in 100g E.; 14,64g N (s. 0. die Zahlen fiir 
das jodfrei berechnete Benzoylalbumin) sind demnach in 90,37 g 
enthalten. Der Rest bis 100g ist also N-freies Benzoyl: nam- 
lich 9,63g. Diese sind neben den 90,37g Eiweif in 100g jod- 
freiem Benzoylprodukt enthalten. Zu 100g treten folglich 
10,65g Benzoyl. Bezeichnen wir die gesuchte Anzahl von 
Grammen Kohlenstoff, die in 100g gewohnlichem Rinderserum- 
albumin enthalten sind, mit x, so hat die Gleichung zu lauten: 
100-0,01 x + 0,8- 10,65 = 110,65 x 0,5575; woraus x = 
53,16°/o C resultiert. Diese Zahl stimmt mit dem Analysen- 


wert fast genau. 


Berechnung des Molekulargewichts. 


a) aus dem Jodgehalt: 


x bedeutet das gesuchte Molekulargewicht. 
1. Benzoyl-Rinderserumalbumin. 
7.61 : 92,389 = 127 : x, woraus x sich berechnet zu 1542 Mindestgréfe. 


2. Rinderserumalbumin. 
7,6L : (LOO—7,61—9,28) = 127: x, daraus x = 1387 Mindestgribe, 
woraus fiir Benzoyl — 155 verbleibt. 
Diese Zahl sagt uns, dafs fiir je 127 g Jod, 155 g C,H,CO, fiir 
| Atom J — 1'/e Radikale C,H,CO oder auf 2 Atome Jod — 3 Atome 


Benzoyl kommen. 
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b) aus dem eingetretenen benzoyl. 
Fiir das Rinderserumalbumin gilt gemiifi Obigem: 
O20 : S35 = HS : x: 
x = 940. 

Wenn «1387» die aus dem Jodgehalt berechnete Mindest- 
grofhe darstellt, so liegt dem zugrunde der Eintritt von 1 Atom 
Jod in das Eiweiimolekiil. Da nun auf je 1 Atom Jod 1'/z 
Benzoylradikale berechnet sind, so muf, da auch das Radikal 
Benzoyl nicht geteilt eintreten kann, die Formel «1387» 
mindestens verdoppelt werden. «2774» bedeutet also die 2 
Atomen Jod und 3 Benzoyl entsprechende geringstmogliche 
MolekulargrOfie fiir das Rinderserumalbumin. 

Da bei dem Pferdeserumalbumin die gefundenen Werte 
nicht einheitlich gewesen sind und bei dem einen Priiparat 
nicht das Ausgangsmaterial selbst, sondern nur eine Schwester- 
substanz geprift werden konnte und im anderen Falle die 
Jodzahl fiir eine noch nicht maximale Jodierung spricht, so 
miissen hier die Berechnungen einstweilen unterbleiben. 

II. Einwirkung von Chlorkohlensaureester und Benzolsulfochlorid auf 
Rinderserumglobulin. 

Um zu zeigen, dafi die Reaktion zwischen Eiweibstoffen 
und Benzoylchlorid nicht nur mit diesem, sondern auch mit 
andern Siiurechloriden vor sich geht, machten wir einen Ver- 
such mit Chlorkohlensiiure, die wir in der Form des Athyl- 
esters anwandten. Die beiden Stoffe reagieren ziemlich langsam 
auf einander und das resultierende Produkt bildet nicht so 
schéne Kugeln, sondern ist in Flockenform in der Fliissigkeit 
verteilt. Erst beim Kochen mit Alkohol wird die Substanz 
pulverformig. Die Farbe gleicht derjenigen der Benzoyleiweib- 
kérper, vielleicht ist sie noch etwas weiler. Gereinigt wurde 
die Verbindung wie die ersteren. Das Auskochen in Alkohol 
war wieder am wirksamsten. 


Praparat I. 


Verbrennungen. 
0,3132 g Substanz == 0,1954 g H,O und 0,6078 g CO,, 
C = 52,92°%o und H = 6,93 %o. 
0,2596 g Substanz = 0,1630 g H,O und 0,5074 g CO,. 
C = 53,30°/o und H = 6,96 %o. 


= 
=~ 
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Stickstoffbestimmung. 


0,3472 g Substanz = 38,2 ccm ‘/1o-n-Siure = 15,40 °/o N 
0,4090 » > = 40,1 » ‘'/to-n-H,SO, = 15,43°o » 


Schwefel (Carius): 0,4918 g Substanz = 0,0262 g BaSO, = 0,73 9/0 S. 

Asche: 0.4322 g Substanz = 0,0006 g = 0,14°/o Asche. 
Mittel: C = 53,11, H = 6,95, N = 15,42, S = 0,73; Asche = 0,14%o. 

Um die Zahlen zu cided stellten wir diese Ver- 
bindung nochmals dar aus vorher fibrinogenfrei gemachtem 
\inderserumglobulin (siehe hierzu Kapitel: Analytische Daten 
der Ausgangsmaterialien). Da jedoch die Ausbeute gering 
ausfiel, reichte die Substanz nur zu einer Verbrennung, die 
etwas hdhere Zahlen lieferte als diejenigen von I. 

Priaparat II. 

0.1474 g Substanz = 0,0960 g H,O und 0,2900 g CO,. 
C = 53,65°/o und H a= 7,24 °o. 
Der eintretende Teil COOC,H, des Chlorkohlensiureesters 
/ Cl 


(clo) 
Noc,H, / 


hat einen Kohlenstoffgehalt von 49,32°/o; es ist also sowohl 
durch Uberlegung als Umrechnung leicht zu zeigen, da& durch 
Kintritt desselben der C-Gehalt des Eiweifes nicht steigen 
darf, wie dies geschehen ist, sondern dafi das Produkt weniger 
Kohlenstoff enthalten muB als das Ausgangsmaterial, natiirlich 
prozentual gedacht. Aus der Stickstoffabnahme ergibt sich, 
daf die Prozentzahl fiir C etwa 52,6 sein sollte. Es laBt sich 
deshalb mit Sicherheit sagen, dafi der vermutete Korper ent- 
weder noch unrein oder schon gespalten war. 

Auch Benzolsulfochlorid tritt mit Rinderserumglobulin bei 
Gegenwart von NaHCO, in Reaktion; es resultiert ein amorpher 
unlislicher Kérper. Seine Analysierung ergab: 

1. 0,3700 g Substanz = 0,7062 g CO, und 0,2212 g H,0. 


C = 52,05°/o und H = 6,64 /o. 
2. 0.2700 g Substanz = 0,5202 g CO, und 0,1620 g H,0. 
C = 52,55°%>o und H = 6,67 °%o. 


Mittel: C = 52,30°/o und H = 6,66 °/o. 
ee 
spel 0,4600 g Substanz mit 0,06552 g N. 
4,17 °/o. 0,4358 » > >» 0,06174 >» » 
Mittel: 14,21 °/o. 


no = 


== j. 
= ] 
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Schwefelbestimmung (Carius). 
S = 3,70°%o. 0,2466 g Substanz mit 0.0666 BaSO,. 

Dem Absinken des Stickstoffs von 15,8°%o auf 14,21°/o 
entspricht der Eintritt von 10,12°/o C,H,SO, in das Molekiil. 
Hieraus wiirde bei der Annahme, das mit NaHCO, behandelte 
Rinderserumglobulin enthalte 0,7°/o Schwefel, ein Anstieg des 
Schwefelgehalts auf 2,93°/o resultieren; bei Zugrundelegung 
des Schwefelgehalts von 1,38°/o (Schulz) wire der ent- 
sprechende Wert 3,53°/o S. Gefunden wurde 3,70°/o S. Der 
Kohlenstoffgehalt berechnet sich auf 52,54°/o. Gefunden wurde 
als Mittelwert 52,30°/o — eine Zahl, die der rechnerisch er- 
schlossenen nahe liegt. Eine wesentliche Spaltung diirfte also 
hier neben der Substitution nicht eingetreten sein. 


tho 
bo 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskelin. 


Uber das Kreatosin, eine neve Base des Fleischextraktes. 


Von 
R. Krimberg und Leonid Izrailsky. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Univeritit Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Oktober 1913.) 


Bekanntlich hat man wiahrend der letzten Jahre aus dem 
Fleischextrakte mehrere neue Bestandteile gewonnen, unter 
welchen besonders das Carnosin,!) das Carnitin?) und das 
Methylguanidin*) zu nennen sind. Urspriinglich aus dem Liebigs 
Kleischextrakte isoliert, konnten diese zurzeit recht wohl- 
charakterisierten K6rper demniachst auch in ganz frischem 
Muskelfleisch aufgefunden werden. Nachdem der eine von uns 
gezeigt hatte, dafi die genannten Basen alle drei in frischem 
Rindfleisch enthalten sind,*) hat man die Anwesenheit der- 
selben bis jetzt auch im Kalb-5) und Pferdefleisch®) konsta- 
tieren kénnen; das Carnosin allein ist aus dem Fleische von 
einigen Fischen, von Krabben und Austern,’) sowie von wilden 
Kaninchen®) isoliert worden. Die Gewinnung des Carnosins, 
des Carnitins und des Methylguanidins aus dem Fleischextrakte 
geschieht am bequemsten nach der von Herrn Prof. WI. v. Gule- 
witsch und unter seiner Leitung von einem der Verfasser 


') Wl. Gulewitsch und S. Amiradzibi, Diese Zeitschr., Bd. 30, 
S. 565 (1900). 

*) Wl. Gulewitsch und R. Krimberg, Diese Zeitschr., Bd. 45, 
S. 326 (1905). . 

3) Fr. Kutscher, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Genufim., Bd. 10, 
S. 531 (1906); Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 471 (1906). 

*) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 412 (1906). 

5) W. Skworzow, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 36 (1910). 

6) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 12 (1913). 

*) U. Suzuki, K. Joshimura, M. Jamakawa und J. Irie, Diese 
Zeitschrift, Bd. 62, S. 1 (1909); U. Suzuki, Chem. Zentralbl., 1913, I, 
S. 1042. 

’) K. Joshimura, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 477 (1911). 
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ausgearbeiteten Methode,!) welche gestattet, diese Kérper alle 
aus ein und derselben Portion des Extraktes zu erhalten. 

Mit den neuerdings hinzugekommenen Bestandteilen ist 
die Zahl der tatsachlich existierenden Extraktivstoffe der Mus- 
keln jedoch noch nicht erschépft. Unter Anwendung einer ver- 
hiltnismibig einfachen Methode, welche von der oben er- 
wiihnten in mehreren Momenten wesentlich abweicht, ist es 
uns gelungen, noch zwei weitere basische Bestandteile aus 
dem Fleischextrakte zu isolieren. Uber den einen derselben, 
fiir welchen wir den Namen «Kreatosin» vorschlagen, soll 
hier kurz berichtet werden. Das Verfahren, dessen wir uns 
bedient haben, und durch welches es ermdglicht wird, die 
neuen Ko6rper in ziemlich guter Ausbeute in die Hiinde zu 
bekommen, ist das folgende. 

Eine konzentrierte LOsung von Liebigs Fleischextrakt 
wird mit 20°/cigem neutralem Bleiacetat unter Vermeidung 
eines griBeren Uberschusses desselben ausgefillt, der Nieder- 
schlag abgesaugt und gewaschen; das Waschwasser wird ge- 
sammelt, stark eingeengt und mit dem Hauptfiltrat vereinigt. 
Die mit Schwefelséure bis zu etwa 5 vol.°/oig gemischte 
Fliissigkeit wird nun ohne vorherige Filtration mit Phosphor- 
wolframsiure (1:1) vollstindig ausgefillt. Nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank wird der Niederschlag abgesaugt, mit 
etwa 3 vol.°/oiger Schwefelséure sorgfiltig gewaschen und mit 
Baryumhydroxyd auf die wtbliche Weise zerlegt. Der ent- 
standene Niederschlag von Baryumphosphorwolframat wird 
abgesaugt und gewaschen. Die Filtrate werden sofort mit 
Schwefelsiiure neutralisiert, vom Baryumsulfat befreit, und 
zuletzt vereinigt unter Zusatz von Tierkohle bei streng neu- 
traler Reaktion bis zur Trockne eingedampft. Der schwarze 
Riickstand wird pun in derselben Porzellanschale wiederholt 
mit neuen Portionen 95 °/oigen Alkohols unter tiichtigem Riihren 


') Hoppe-Seylers Handbuch der Physiologisch- und Pathologisch- 
chemischen Analyse. Bearbeitet von H. Thierfelder. Achte Auflage, 
Berlin 1909, S. 758. 

Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden. Herausgegeben von 
Prof. Dr. Emil Abderhalden, Zweiter Band, S. 1049. Berlin-Wien 1910. 


D2* 
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und Kneten der Masse ausgekocht. Die erhaltenen Ausziige 
giefjt man heif ab, fiihrt sie in einen kurzhalsigen Rundkolben 
liber und entfernt den Alkohol durch Destillation. Um den 
Riickstand von dem noch anhaftenden Wasser mdglichst zu 
befreien, ibergiebt man denselben mit wenig absolutem Alkohol, 
destilliert den letzteren ab und wiederholt diese Operation 
noch einmal. Alsdann wird der Riickstand mit einer gréferen 
Menge absoluten Alkohols tibergossen, und der mit einem 
Riickflujkihler verbundene Kolben etwa eine Stunde im Sieden 
erhalten. Endlich ersetzt man den Kiihler durch eine Chlor- 
calciumrOhre und laBt den Kolben tiber Nacht erkalten. Die 
alkoholische Fliissigkeit wird abgegossen resp. abfiltriert und 
bis zur Trockne eingedampft. Nachdem die Reste des Alkohols 
durch zweimaliges Eindampfen mit kleineren Mengen Wasser 
verjagt sind, wird der Riickstand in Wasser gelist, und die 
in der Lésung enthaltene Schwefelsiure durch vorsichtigen 
Zusatz von Barytwasser entfernt. Die mit Kohlensdure ge- 
siittigte und filtrierte Fliissigkeit wird nun unter stark ver- 
mindertem Druck bis zur Trockne eingedampft, und diese 
Operation noch zweimal mit kleineren Mengen absoluten 
Alkohols wiederholt. Den auf solche Weise entwasserten 
Riickstand iibergieft man mit absolutem Alkohol und digeriert 
ihn mit demselben unter 6fterem Umschiitteln wahrend einer 
Stunde bei etwa 50°. Nachher wird die alkoholische Flussig- 
keit abgegossen resp, abfiltriert und in einer weithalsigen 
verschliebbaren Flasche mit einer heifen konzentrierten ab- 
solutalkoholischen Lésung von Quecksilberchlorid ausgefiillt. 
Der tiber Nacht im Eisschrank aufbewahrte krystallinische 
Niederschlag wird scharf abgesaugt und mit absolutem Alkohol 
gewaschen. Der vom anhaftenden Alkohol befreite Nieder- 
schlag wird fein zerrieben, in einen langhalsigen Jenaer Rund- 
kolben iibergefiihrt und nach Zusatz von Tierkohle auf dem 
Luftbade unter gutem Umschiitteln mehrmals mit Wasser aus- 
gekocht. Man filtriert die Ausziige durch einen Heifiwasser- 
trichter und engt sie stark ein. Beim Stehen in der Kilte 
scheiden sich zuweilen spiirliche Krystalldrusen des Carnitin- 
quecksilberchlorids C,H,,NO,.2HgCl, aus. Die von denselben 
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getrennte Fliissigkeit wird nun ein wenig mit Wasser ver- 
diinnt und mit Schwefelwasserstoff behandelt, das entstandene 
Quecksilbersulfid abgesaugt und gewaschen, das Filtrat mit 
Natriumearbonat sofort neutralisiert und bis zur Trockne ein- 
gedampft. Nachdem das Natriumchlorid durch Behandlung des 
Riickstandes mit absolutem Alkohol moglichst entfernt ist, wird 
endlich die wiasserige alkoholfreie Lésung zuerst mit 20°/oiger 
Goldchlorwasserstoffsiure und nachher mit einer stiirkeren etwa 
33°/oigen LOsung des Reagenses ausgefillt. Es entsteht dabei 
im Anfang gewOhnlich ein geringer dunkelgefirbter, schmutziger 
Niederschlag, welcher entfernt wird. Auf erneuten Zusatz von 
Goldchlorid erhailt man nun weiter mehrere Fraktionen eines 
rein gelben krystallinischen Niederschlags; dieselben bestehen 
hauptsachlich aus den Goldverbindungen zweier bis jetzt un- 
bekannter organischer Basen. 

“s wurden von uns auf die soeben beschriebene Weise 
zwei Portionen Liebigs Fleischextrakt verarbeitet. Auf Hinzu- 
gabe von 20°/oiger Goldchlorwasserstoffsiiure zu der Lisung, 
welche aus den Sublimatverbindungen der ersten 206 g wiegenden 
Portion des Extraktes erhalten worden war, schied sich alleir 
der erwihnte schmutzige, dunkelgefiirbte Niederschlag ab. Nach 
Entfernung desselben wurde die Fliissigkeit auf dem Wasserbade 
etwas eingeengt und mit 33°/oiger Lésung des Reagenses ausge- 
fallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt und mit kaltem Wasser 
vorsichtig ausgewaschen. Die nach einmaligem Umkrystallisieren 
erhaltenen gelben Nadeln wurden zerrieben und im Vakuum- 
exsikkator tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Substanz 
enthielt kein Krystallwasser und schmolz bei etwa 128—130°; 
zwei Bestimmungen des Goldes ergaben 41,75 °/o und 41,91°/o Au. 

I. 0,1540 g Substanz ergaben nach dem Gliihen 0,0643 g 
— 41,75 °/o Au. 

Il. 0,1484 g Substanz ergaben 0,0622 g = 41,91°/o Au. 

Das zweite Mal umkrystallisiert wies die Substanz den- 
selben Schmelzpunkt und denselben Goldgehalt auf. 

III. 0,1017 g Substanz ergaben 0,0429 g = 42,18°/o Au. 

IV. 0,1673 g Substanz ergaben 7,1 ccm Stickstoff bei 
19° und 748 mm Bar. = 4,879/o N. 
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Die Substanz wurde noch ein drittes Mal umkrystallisiert 
und der Analyse unterworfen. Schmelzpunkt bei 129° (nicht 
scharf). 

V. 0,1591 g Substanz ergaben 0,0811 g CO, und 0,0426 g 
H,O, entsprechend 13,89°/o C und 2,99%o H. 

VI. 0,1162 g Substanz ergaben 0,0567 g CO, und 0,0329 g 
H,O, entsprechend 13,34°/o C und 3,16°/o H. 

VII. 0,1672 g Substanz ergaben 0,0823 g CO, und 0,0445 g 
H,O, entsprechend 13,42°/o C und 2,98 °%/o H. 

VIII. 0,2223 g Substanz ergaben 9,3 ccm Stickstoff bei 
20° und 752 mm Bar. = 4,83°/o N. 

IX. 0.1551 g Substanz ergaben 0,0649 g = 41,84°/o Au. 

X. 0,1408 g Substanz ergaben 0,1716 g AgCl, ent- 
sprechend 30,11°/o Cl. 

XI. 0,1632 g Substanz ergaben 0,1956 g AgCl, ent- 
sprechend 29,64 °/o Cl. 

Aus den soeben angefiihrten analytischen Belegen lassen 
sich folgende Mittelwerte berechnen: C 13,55°/o, H 3,04°/o, 
N 4,85°/o, Au 41,92°/o, Cl 29,88°/o. Es bleiben folglich fiir 
den Sauerstoff 6,76°/o nach. Diese Prozentzahlen stimmen sehr 
gut fiir die Formel C,,H,,N,0,Au,Cl, (Mol.-Gew. 944,33). 


Gefunden im Mittel: Berechnet fiir C,,H,,N,0,Au,Cl,: 


C 13,55 °/o 3) 13,98 °/o 
H 3,04°/o 2,99 %/o 
N 4,85 °/o 4,45 °/0 
Au 41,92 °%/o 41,76 °/o 
Cl 29,88 %/o 30,04 °/o 
OQ (6,76 °%/o) 6,78 °/o. 


Um zu sehen, ob die neuentdeckte Base einen konstanten 
Bestandteil des Liebigs Fleischextraktes darstellt, und um uns 
iiber die darin enthaltene Menge derselben ein Urteil zu 
schaffen, haben wir noch eine andere, grdBere, 453 g wiegende 


') Wahrend der Korrektur wurde die Substanz noch das vierte 
Mal umkrystallisiert und darin der Kohlenstoff und Wasserstoff bestimmt: 

0,3700 g Substanz ergaben 0,1893 g CO, und 0,0974 g H,O, ent- 
sprechend 13,95°o C und 2,94°/o H. 
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Portion des Extraktes auf die oben  beschriebene Weise 
verarbeitet. 

Nach Entfernung des schwarzbraunen, schmutzigen Nieder- 
schlages, welcher sich auf Hinzuftigung von 20°/oigem Gold- 
chlorid zu der aus den Sublimatverbindungen dieser Portion 
erhaltenen Fliissigkeit abgeschieden hatte, wurde mit dem Zu- 
satz desselben Reagenses fortgefahren. Der neue Niederschlag 
wurde abgesaugt und zweimal umkrystallisiert. Die Substanz 
schied sich dabei teilweise als dunkelgefiirbtes Ol ab, welches 
beim Stehen allméhlich zu einem harten Pliittchen erstarrte: 
dariiber sammelten sich nadelf6érmige Krystalle, hellgelbe und 
viel dunklere orangefarbene. Bekanntlich scheidet sich auf 
solche Weise das Golddoppelsalz des Carnitins aus heifen 
konzentrierten LOsungen ab;!) auch der Schmelzpunkt, welcher 
bei etwa 140° lag, deutete darauf hin, dafi die Substanz héchst- 
wahrscheinlich nicht ganz reines Carnitin war. Nach weiterem 
zweimaligem Umkrystallisieren war der Schmelzpunkt bis auf 
etwa 150° gestiegen (das Carnitingolddoppelsalz schmilzt eben 
bei 150—153°); die Goldbestimmung lieferte einen ebenfalls 
fiir die Goldverbindung des Carnitins passenden Wert (gef. 
39,88 °/o Au, berechnet fiir C,H,,.NO, - AuCl, 39,35 °/o Au). 

Die etwas eingeengte Mutterlauge vom Carnitingoldchlorid 
wurde nun weiter mit 33°/oiger Goldchlorwasserstoffsiure aus- 
gefillt, der Niederschlag abgesaugt und vorsichtig gewaschen. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren wurde ein Teil der etwa 
5 g wiegenden Substanz zerrieben, im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet und analysiert. Die Substanz enthielt kein Krystall- 
wasser und schmolz bei 129° (nicht scharf). 

XII. 0,1816 g Substanz ergaben 0,0897 g CO, und 
0,0485 g H,O, entsprechend 13,47°/o C und 2,99°/o H. 

XII. 0,2297 g Substanz ergaben 9,2 ccm Stickstoff bei 
20° und 751 mm Bar. = 4,59°/o N. 

AIV. 0,2230 g Substanz ergaben 0,0933 g = 41,84°/o Au. 

XV. 0,1588 g Substanz ergaben 0,1915 g AgCl, ent- 
sprechend 29,83°/o Cl. 





') R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 370 (1907). 
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Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,N,0,Au,Cl,: 
C 13,47 °/o 13.98 9/0 
H 2,99 /o 2,99 9/0 
N 4.59 9/0 4,45 9/0 
Au 41,84 9/0 41,76 °/o 
Cl 29,83 %!o 30,04 °/o 
Q (7,28 9/0) 6,78 Jo. 


Auf Grund der analytischen Belege, sowie aus der Tat- 
sache, dai wir aus zwei verschiedenen Portionen des Liebigs 
Fleischextraktes haben ein und dieselbe Verbindung isolieren 
kénnen, halten wir uns fiir berechtigt, anzunehmen, da es uns 
gelungen ist, einen neuen konstanten Bestandteil dieses Extraktes, 
das «Kreatosin», dessen Goldverbindung die Zusammensetzung 
C,,H,,N,0,Au,Cl, hat, in die Hinde zu bekommen. Uber die 
Natur dieser Base k6nnen wir vorliiufig nichts Niheres aus- 
sagen. Die Ermittlung ihrer chemischen Struktur wird von 
uns in Angriff genommen werden, ebenso die mdgliche Iso- 
lierung derselben aus frischen Muskeln. 

Am Schlu8B médchten wir noch bemerken, dafi es uns 
gelungen ist, aus den Mutterlaugen der Goldverbindung des 
Kreatosins noch eine andere bis jetzt unbekannte Base als 
Goldsalz, welches einen héheren Goldgehalt (43,71°/o Au) auf- 
weist, zu isolieren. Ndaheres tiber dieselbe hoffen wir spiter in 
einem anderen Aufsatze anzugeben. 
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Isolierung von Carotin aus Rindergallensteinen. 


Von 
Hans Fischer und Heinrich Rise. 


Mit einer Tafel. 








(Aus der II. medizinischen Klinik zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Oktober 1913.) 


Beim Auskochen einer gréferen Menge Rindergallensteine ') 
mit Ather schied sich nach langerem Stehen aus dem Ather- 
extrakt ein gelb-rotes mikrokrystallinisches Pulver ab, das leicht 
durch Absaugen von der Mutterlauge getrennt werden konnte. 
Die Krystalle waren in verdiinnter Natronlauge unlislich, konnten 
daher kein Bilirubin sein. In Ather lésten sie sich in unreinem 
Zustand ziemlich leicht und krystallisierten hieraus in gelb- 
roten, quadratischen Blittchen, die wie Carotin aussahen. Die 
eingehende chemische Untersuchung bewies, dafi Carotin vorlag. 

Zur Reinigung wurde das abgeschiedene Rohprodukt zu- 
nachst wiederholt tiichtig mit Alkohol ausgekocht, wodurch 
besonders eine gelbe amorphe Beimischung entfernt wurde. 
Der Riickstand konnte leicht durch Lésen in Ather, Chloroform 
oder Schwefelkohlenstoff und Versetzen mit Alkohol in pracht- 
voll flimmernden Krystallen mit metallischen Reflexen gewonnen 
werden. (Vergleiche die Abbildungen.) Die Ausbeute war gering; 
knapp 0,1 g aus 1280 g Gallensteinen. Der Schmelzpunkt wurde 
zu 178—180° gefunden, also etwas hoher, als Willstitter 
und Escher?) angeben. 

Die Elementaranalysen konnten in Anbetracht der geringen 
Menge nur mikroanalytisch nach Pregl! ausgefiihrt werden. 
Fir die Bestimmung wurde die aus Schwefelkohlenstoff-Alko- 
hol (Abbildung b) krystallisierte Substanz benutzt, die in Uber- 


') Die Rindergallensteine sind mit Hilfe von Mitteln aus dem allge- 
meinen Fond zur Férderung chemischer Forschungen (Leo-Gansstiftung) 
der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft angeschafft, wofiir ich auch an dieser 
Stelle meinen ergebenen Dank ausdriicke. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 266. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXX VIII. 23 
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einstimmung mit den Analysen von Willstatter und Mieg') 
1'2—?*'s Mol. Krystallalkohol enthielt. 


I, 5,915 mg Substanz gaben 18,980 mg CO, und 5,435 mg H,0. 


I]. 5,805 » » > 18655 » » » 5,250 » > 
Berechnet fiir Gefunden: 
Cools. + '/e CZH,O: C, Hs. + 2/s C,H,O: ‘ Il. 
C= 87,94 %o 87,46 °/o 87,51°%o  87,64°/o 
H = 10,63 °/o 10,66 Jo 10,28%o 10,12 %Jo 


Zur weiteren Identifizierung wurden 0,03 g mit Hilfe von 
0,01 g Jod in Schwefelkohlenstoff nach der Vorschrift von Will- 
stiitter und Escher in das prachtvoll krystallisierende Trijodid 
iibergefiihrt, das in kupfergliinzenden Krystallen sich abschied. 
Unter dem Mikroskop war eine absolut einheitliche, schwach 
bliiulich gefiirbte Krystallisation von Wetzsteinen zu erkennen. 
Der Schmelzpunkt war explosionsartig (totale Zersetzung) bei 
138°, wihrend Willstatter und Escher”) 136—137° angeben. 
Auch die sonstigen Eigenschaften unseres Farbstoffes stimmten 
durchaus mit Carotin tiberein. Die Lésung in Schwefelkohlen- 
stoff war tief rot; eine Probe wurde in Ather geldst, mit Petrol- 
iither und Alkohol versetzt; nach dem Entmischen mit Wasser 
befand sich der gesamte Farbstoff in der oberen petrolatherischen 
Schicht, wiihrend die wiisserig alkoholische ungefarbt erschien, 
ein Verhalten, das gleichfalls charakteristisch fiir Carotin ist. 
Auch der spektroskopische Befund war identisch mit dem des 
Farbstoffs der gelben Riiben. Mit konzentrierter Schwefelsiure 
entstand sofort die fiir das Carotin und verwandte Farbstoffe 
charakteristische indigoblaue Farbung. 

Interessant ist das Auftreten des Carotins gerade in der 
Galle, und es fragt sich, wie und woher das Carotin wohl 
dahin kommt. Escher, %) der das Carotin vor Jahresfrist im 
Corpus luteum von Kiihen fand, nimmt an, daB der Farbstoff 
in dem Ko6rper der Tiere entsteht; uns erscheint dies nicht 
sehr wahrscheinlich, vielmehr glauben wir, daB er aus dem 
Futter der Rinder stammt. Eindeutig lieBe sich diese Frage 
wohl nicht allzu schwer durch Tierexperimente entscheiden. 


') Liebigs Ann., Bd. 355, S. 15. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 59. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 211. 

















{ther-Alkohol. 





b 
Schwetelkohlenstoff-Alkohol. 


c 


Chloroform-Alkohol. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXXXVIII, Tafel 3. 
Zu <H. Fischer und H. Rése, Isolierung von Carotin aus Rindergallensteinen>. 





f | Verlag von Kar] J. Triibner in Strabburg. 
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Anzeichen fiir das Vorkommen des sauerstoffhaltigen 
Xanthophyll konnten wir nicht beobachten, auch beim Ent- 
mischungsversuch des Rohproduktes ging so gut wie alles in 
die obere petroliitherische Schicht. Es ist dies bemerkenswert, 
weil, wie wir aus den Untersuchungen Willstiitters wissen, 
in den griinen Pflanzen das Xanthophyll bei weitem vorherrscht. 
Immerhin wire ja auch eine Reduktion des Xanthophylls bei 
der Tierpassage denkbar, oder auch, dali es schlechter oder 
garnicht resorbiert wide. 

Es ist auffallend, wie leicht offenbar gerade Farbstoffe 
in der Galle ausgeschieden werden. Das Vorkommen des Bili- 
purpurins, ') eines Chlorophyllderivates, 2) in der Galle ist schon 
lange bekannt; auch in den Rindergallsteinen ist dieser Farb- 
stoff vorhanden. Ebenso beobachteten Stern*) bezw. O. Neu- 
bauer+) Hamoglobin bezw. Haimatoporphyrin nach intravenéser 
Injektion in der Galle. Alle diese Beobachtungen sprechen in 
dem Sinne, dafi die Leber ganz allgemein eine besondere Affini- 
tit zu Farbstoffen besitzt. 





‘) Loebisch und Fischler, Monatsh. f. Chem., 1903, S. 159. 
2) Marchlewski, Diese Zeitschrift, Bd. 43 und 45. 

8) Virchows Archiv, Bd. 123, S. 33 (1891). 

*) Arch, f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 43, S. 456 (1900). 
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Uber die Verbreitung organischer Basen, 
insbesondere von Adenin und Cholin im Pflanzenreich. 
Von 


K. Yoshimura. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Kagoshima, Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Oktober 1913.) 


Adenin kommt in allen nucleoproteidhaltigen Geweben 
vor; es war bisher in Teeblattern,!) in Melasseabfallaugen, ?) 
im Runkelriibensaft,*) in BaumbusschéSlingen,*) im Steinpilz>) 
usw. nachgewiesen worden. Ich konnte nun dasselbe aus 
Blattern und Bliiten von Chrysanthemum sinense Sabin (Kom- 
positen), sowie aus Bliittern von Chrysanthemum coronarium L. 
(Kompositen) und von Artemisia vulgaris L. var indica, max. 
(Kompositen), aus Reiskleie und aus jJungen Blattern von Morus 
alba L. var latifolia Bur. isolieren. 

In allen untersuchten Objekten konnte ich ferner Cholin 
nachweisen. 

Vor einiger Zeit gelang es uns,®) Stachydrin in einer Kom- 
posite, niimlich im Insektenpulver (Bliitenképfe von Chrysan- 
themum cinerariifolium Bocc), nachzuweisen. So interessiert 
es mich denn, die derselben Familie angehodrigen Pflanzen 
weiter zu untersuchen. SchlieBblich fand ich Stachydrin in 


') Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 262 (1886). 

*) Andrlik, Zeitschrift f. Zuckerind. in Béhmen, Bd. 34, S. 567 
(1910). 

5) vy. Lippmann, Berichte d. Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 29, 
S. 265 (1896). 

‘) Totani, Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 113 (1909). 

5) Yoshimura, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Genufm., Bd. 20, 
S. 153 (1910). 

*) Yoshimura und Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 290 (1912). 
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Bliiten und Blittern von Chrysanthemum sinense Sabin; da- 
gegen fand ich kein Betain in Blattern von Chrysanthemum 
coronarium L. ‘und von Artemisia vulgaris. In den Bliittern 
von Morus alba L. konnte ich Trigonellin nachweisen. 





I. Chrysanthemum sinense Sabin. 


Die quantitative Analyse der Probe gab folgende Resultate: 


Bliite Blitter 
Wasser. .... ~- . 8,354 5,632 °/o 
Trockensubstanz. . . 91,646°/o 94,368 °/o 


In 100 Teilen Trockensubstanz: 
Bliite Blitter 


Gesamtstickstoff ........... 4,980 4,081 
Eiweifistickstoff. . . « . e«+«e.s«e+- 3,628 2,665 
Nicht-Eiweifistickstoff. ........ 2,352 1,416 
| durch Phosphorwolframsiéure 

Darunter fillbarer Stickstoff . .. . . 0,248 — 

| Stickstoff in anderer Form . 2,104 -- 
ORME kk 6 ae es Oe ee 16,078 
Phosphorsdure (P,O,)....... . . 0,857 0,621 
oe ee 2,992 

Gesamtstickstoff als 100: 

EiweiBstickstoff .......ee-«ee 58,77 65,30 
Nicht-Eiweifistickstoff ....... . =. 47,23 34,70 


durch Phosphorwolframsiure 
' Darunter fallbarer Stickstoff. ... 4,98 — 
| Stickstoff in anderer Form . 42,25 — 
Es ist merkwirdig, daf8 die Blitter reichliche Mengen 
Kalk enthalten. 


a) Bliite, 


2 kg lufttrockenes Ausgangsmaterial wurden mit heifiem 
Wasser wiederholt extrahiert; der Extrakt wurde mit Bleiessig 
gereinigt, mit Schwefelséiure entbleit und dann mit Phosphor- 
wolframsadure ausgefallt. 

Aus dem Phosphorwolframsiureniederschlag wurde in 
bekannter Weise eine alkalische Fliissigkeit der freien Basen 
gewonnen. Die Fliissigkeit wurde jetzt mit Salpetersiiure neu- 
tralisiert, dann mit Silbernitrat gefillt. 

Der Silbernitratniederschlag (Purinbasen). 











336 K. Yoshimura, 


Um die Silbernitratverbindungen in Silberverbindungen 
umzuwandeln, wurde der Niederschlag mit Ammoniak digeriert 
und dann mit Salzsiaiure zersetzt. 

Die so erhaltenen salzsauren Salze wurden in ungefiahr 
70 ecm Wasser geldst und mit einer gesittigten Natriumpikrat- 
lisung versetzt, wobei sich gliinzende gelbe Nadeln ausschieden, 
die in Wasser sehr schwer, aber in Alkohol und in Natrium- 
phosphorlésung leicht léslich waren. Der Zersetzungspunkt 
lag bei 283° (unkorr.). Die Ausbeute an Pikrat betrug 1,2 g 
(= 0,45 g Adenin). 

Das Chloraurat. Das aus dem Pikrat dargestellte Chlorid 
wurde in das Chloraurat tibergefiihrt, das aus, glinzenden 
orangefarbenen Tafeln oder Prismen bestand. 

Fiir die Analyse wurde das Priiparat im Vakuumexsik- 
kator tiber Schwefelsiiure getrocknet. 

0.1744 g¢ Substanz gaben 0,0694 g Gold, 
Fiir Adeninchloraurat (C,H,N, -HCl-AuCl, ++ H,O) 
Berechnet : Gefunden: 
39,98%o Au. 39,80°/o Au. 

Aus dem Silbernitrat- und Barytniederschlag (Histidin- 
und Argininfraktion) konnte keine Base isoliert werden. 

Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barytniederschlag (Lysin- 
fraktion): 

Die in bekannter Weise aus dem Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag erhaltenen Chloride wurden mit Alkohol aufge- 
nommen und dann mit tiberschiissiger alkoholischer Sublimat- 
losung gefiillt. 

Der Quecksilberniederschlag wurde nach laingerem Stehen 
abfiltriert und aus heifem Wasser unter Zusatz von etwas 
Quecksilberchlorid umkrystallisiert. Die Quecksilberdoppelsalze 
wurden mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die so erhaltenen 
Chloride nach Stanéks Verfahren mit Perjodid behandelt. 

Der in alkalischer Lésung gefiillte Kaliumtrijodidnieder- 
schlag (Cholinfraktion) wurde in das Chlorhydrat und dieses 
in das Chloraurat tibergefiihrt, das aus orangegelben Bliittchen 
mit dem Schmelzpunkt 268° bestand. Die Ausbeute an Chlor- 
aurat betrug 1,2 g. Ft die Analyse wurde es im Vakuum 
bei 100° getrocknet. 
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0,3421 g Substanz gaben 0,15160 g Gold. 
Fir Cholinchloraurat (C,H,,NOCI - AuCl,) 
Berechnet: Gefunden: 
44,49°/o Au. $4,31°/o Au. 

Das Pikrat. Mit dem aus dem Chloraurat erhaltenen 
Chlorhydrat wurde das Pikrat dargestellt, das aus gelben 
Blittehen bestand. Im Kapillarrohr erhitzt, schmolz es_ bei 
ca. 125° und zersetzte sich bei 235°. 

Das in saurer LOsung gefiillte Perjodid (Betainfraktion) 
wurde ebenfalls in Chlorhydrat tibergefihrt. 

Es zeigte deutlich Pyrrolreaktion; die Menge desselben 
war aber so gering, dafi es zur weiteren Untersuchung nicht 
ausgereicht hatte. 


b) Blatter. 


1,8 kg lufttrockene, gepulverte Blatter wurden mit heifem 
Wasser extrahiert, die Extrakte in gleicher Weise, wie oben 
schon erwiihnt, verarbeitet. 

Der Silbernitratniederschlag (Purinbasen). Die aus dem 
Niederschlag erhaltenen Chloride wurden in ungefiihr 60 cem 
Wasser aufgenommen und mit einer gesiittigten Natriumpikrat- 
losung gefiillt. 

Die Fillung betrug 0,4 g. 

Das Pikrat. Es bestand aus gliinzenden gelben Nadeln, 
die in Wasser sehr schwer, aber in Alkohol und in Natrium- 
phosphatlésung leicht loslich waren und im Schmelzrohre bei 
282° unter Zersetzung schmolzen. 

Das Chloraurat. Das Pikrat wurde mit Salzsiiure zer- 
setzt und dann in das Chloraurat tibergefiihrt, das aus orange- 
gelben Prismen mit dem Schmelzpunkt 262° bestand. 

Fiir die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum bei 
100° getrocknet. 

0,1081 g Substanz gaben 0,0452 g Gold. 
Fiir Adeninchloraurat (C,H,N, - HCl - AuCl,) 
Berechnet: Gefunden: 
41,50°0 Au. 41,81 °%o Au. 

Aus dem Silbernitrat- und Barytniederschlag (Histidin- 
und Argininfraktion) konnte keine Base isoliert werden. 
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Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barytniederschlag (Lysin- 
fraktion) wurde nach dem Entfernen des Silbers und des 
Baryts mittels Salzsiiure und Schwefelsiiure mit Kaliumwismut- 
jodidlésung gefillt. Der rétliche Niederschlag wurde nach dem 
Auswaschen mit Schwefelsiiure mit Bleicarbonat zersetzt, das 
durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreite Filtrat mit feuchtem 
Silberoxyd vom Jod vollstaéndig befreit und dann das Silber 
durch Salzsiiure entfernt. 

Die so erhaltene Losung der Chloride wurde stark ein- 
geengt und dann im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei 
allmahlich salzsaure Salze auskrystallisierten, die sich durch 
Behandeln mit wenig kaltem absoluten Alkohol in die folgenden 
zwei Fraktionen trennen lieBen. 

Der in absolutem Alkohol unldsliche Teil. Er zeigte 
deutlich Pyrrolreaktion. Ein Teil des Chlorides wurde in das 
Chloraurat tibergefiihrt, das unter dem Mikroskop die charak- 
teristische Form des Stachydrinchloraurats mit dem Schmelz- 
punkt 232° zeigte. 

Fiir die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum bet 
100° getrocknet. 

0.1464 g Substanz gaben 0,0600 g Gold. 
Fiir Stachydrinchloraurat (C,H,,NO, - HCl - AuCl,) 
Berechnet: Gefunden: 

40,82 °/o Au. 40,98 °/o Au. 

Das Pikrat. Das aus einem Teil des Chlorides darge- 
stellte Pikrat bildet gelbe Nadeln, welche im Aussehen und im 
Schmelzpunkt (195 °) mit Stachydrinpikrat ganz tibereinstimmten. 

Der in absolutem Alkohol lésliche Teil wurde nach Stanéks 
Verfahren verarbeitet, und daraus endlich geringe Mengen von 
Cholin als Chloraurat (Schmelzpunkt 261—262°) isoliert. - 


Il. Chrysanthemum coronarium L. 
(junge oberirdische Teile). 


26 kg frisches Material wurden mit heifbem Wasser wieder- 
holt extrahiert und die Extrakte nach dem oben beschriebenen 


Verfahren aufgearbeitet. 
Der Silbernitratniederschlag (Purinbasen). 
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Das Adeninpikrat. Es bildete seidengliinzende Nadeln, 
welche in kaltem Wasser sehr schwer, aber in Alkohol und 
Natriumphosphatlosung leicht l6slich waren und im Kapillar- 
rohr bei 278—280° unter Zersetzung schmolzen. Die Aus- 
beute betrug 0,4 g. 

Das Chloraurat. Das aus dem Pikrat dargestellte Chlor- 
hydrat wurde in das Chloraurat tibergefiihrt, das orangegelbe 
Prismen vom Schmelzpunkt 256—264° bildete. 

Fir die Analyse wurde es im Vakuum bei 100° ge- 
trocknet. 

0.1430 g Substanz gaben 0,0590 g Gold. 
Fiir Adeninchloraurat (C;H,N, - HCl - AuCl,) 
Berechnet: Gefunden: 
41,50°/o Au. 41,60°%o Au. 

Der Silbernitrat- und Barytniederschlag (Histidin- und 
Argininfraktion). Da die Ausbeute sehr gering war, wurde er 
nicht weiter untersucht. 

Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barytniederschlag (Lysin- 
fraktion). Das bei Zersetzung der Quecksilberdoppelsalze ge- 
wonnene Chloridgemenge wurde in absolutem Alkohol aufge- 
genommen und nach Stanéks Verfahren verarbeitet. 

Aus dem aus der Cholinfraktion gewonnenen Chlorid 
wurde Cholin als Chloraurat nachgewiesen. 

In der Betainfraktion fand sich kein Betain vor. 


III]. Artemisia vulgaris, L., var indica, max.) 


Das Material, welches zu dieser Untersuchung diente, 


hatte folgende Zusammensetzung: 
Wasser 1.2.12 cs eee + » BON 
Trockensubstanz ... . . . 97,016°/o 
In 100 Teilen Trockensubstanz : 
| i ee: 
ENO «wo. ko. ee HH oes st ot Eee wD BO 
Mecht-Biweifeticksto®® 1... ws et tte tt et ww 0,763 
iii f durch Phosphorwolframsiure fillbarer Stickstoff . 0,367 
\ Stickstoff in anderer Form. ......... . 6,396 
ONEND « s &% © & se ee eS RO Oe 
Re  -x 6% % oe WY ee ee ee we % &, Be ee 
Phosphorsdure (P,0,) . ..- 2.2.2 +e e ee ee ce + « OF92 





*) Die jungen oberirdischen Teile wurden im Mirz-April gesammelt. 
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Gesamtstickstoff als 100: 


Eiweifistickstoff . .....ee-s ee ee 
Nicht-Eiweifistickstoff ....... ane eeaathla wal 20,76 
—_— f durch Phosphorwolframsaure faillbarer Stickstoff.. 9,98 

\ Stickstoff in anderer Form. ......+se-. 10.78 


2 kg lufttrockene Probe wurden mit heifem Wasser 
wiederholt extrahiert und die Ausziige in bekannter Weise 
verarbeitet. 

Der Silbernitratniederschlag (Purinbasen). 

Das Adeninpikrat. Es bildete seidenglinzende Nadeln 
mit dem Zersetzungspunkt 283—285°; die Ausbeute an Pikrat 
betrug 0,8 g. 

Das Adeninchloraurat. Es bestand aus orangegelben Pris- 
men mit dem Schmelzpunkt 250—257°. 

Fiir die Analyse wurde es im Vakuum bei 100° ge- 
trocknet. 

0.1490 g Substanz gaben 0,0619 g Gold. 
Fiir Adeninchloraurat (C,H,N, - HCI. AuC],) 
Berechnet: Gefunden: 
41,50 jo Au. 41,54%o Au, 

Der Silbernitrat- und Barytniederschlag (Histidin- und 
Argininfraktion). Wegen der geringen Menge wurde er nicht 
niiher untersucht. 

Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barytniederschlag (Lysin- 
fraktion). 

Das nach Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltene 
salzsaure Salz zeigte keine Pyrrolreaktion und léste sich voll- 
kommen in kaltem absoluten Alkohol. 

Das Chloraurat. Ein Teil des salzsauren Salzes wurde 
in das Chloraurat tibergefitihrt, das aus gelben Nadeln vom 
Schmelzpunkt 256° bestand. 

Fiir die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum bei 
100° getrocknet. 

0,2587 g Substanz gaben 0,1148 g Gold. 


Fir Cholinchloraurat (C,;H,,NOCI- AuCl,) 
Berechnet: Gefunden: 


44,490 Au. 44,37°/o Au. 
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Das Chlorplatinat. Es bildete orangerote Nadeln mit dem 
Schmelzpunkt 235—238°, die in Wasser leicht, aber in Alkohol 
schwer loslich waren. 

Fiir die Analyse wurde das Chlorplatinat im Vakuum bei 
100° getrocknet. 

0,1056 g Substanz gaben 0,0333 ¢ Platin. 
Fir Cholinchlorplatinat ((C,H,,NOCI), PtCl,) 
Berechnet: Gefunden : 
31.64% Pt. 31.53% Pt. 


IV. Reiskleie. 


In einer neueren Arbeit tiber die Reiskleie haben Suzuki!) 
und Mitarbeiter berichtet, daf aus Roh-Oryzanin, einem Be- 
standteil der Reiskleie, Cholin und Nikotinsiiure isoliert werden 
konnte. 

Ich konnte nun unmittelbar aus Reiskleie Adenin sowie 
Cholin in folgender Weise isolieren. 

2 kg gut gereinigte Reiskleie wurden mit heifiem Wasser 
wiederholt extrahiert, die Ausziige mit Bleiessig ausgefiillt. Das 
Filtrat wurde mit Schwefelsiiure entbleit und nach dem Neu- 
tralisieren mit Natronlauge, mit QuecksilbernitratlOsung ver- 
setzt, wobei ein weilgelber Niederschlag in reichlicher Menge 
entstand, der mit kaltem Wasser gewaschen und auf eine 
Tonplatte gestrichen wurde. 


(I.) Der Quecksilbernitratniederschlag. 


Der Quecksilbernitratniederschlag wurde durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Quecksilbersulfid nach 
dem Vertreiben des Schwefelwasserstoffs mit Phosphorwolfram- 
sdure gefallt. 

Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde in bekannter 
Weise mit Baryt zersetzt, die erhaltene LOsung der freien Basen 
mit Salpetersiure neutralisiert und dann mit Silbernitrat gefallt. 

Der Silbernitratniederschlag (Purinbasen) wurde nach dem 
wiederholt beschriebenen Verfahren aufgearbeitet. 


'! U. Suzuki, Shimamura und Odake, The journal of the 
College of Agriculture, Tokio, Bd. 1, Nr. 4, 5. 382 (1913). 
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Das Adeninpikrat. Die Ausbeute betrug 0,63 g. Es schmolz 
bei 284—287° unter Zersetzung. 

Das Adeninchloraurat. Es bildete orangegelbe Prismen, 
die sich im Schmelzrohre bei ca. 251° zersetzten. 

Fiir die Analyse wurde es im Vakuum tber Schwefel- 
siiure getrocknet. 

0.1518 g Substanz gaben 0,0602 g Gold. 
Fiir Adeninchloraurat (C,H,N, -HCl-AuCl, -+- H,O) 
Berechnet : Gefunden: 
39,98 °o Au. 39,66%jo Au. 

Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barytniederschlag') 
(Lysinfraktion) wurde mittels Salzsiure und Schwefelsiiure von 
Silber und Baryt befreit, sodann wieder mit Phosphorwolfram- 
siiure versetzt, wobei endlich keine Fiillung entstand. 


(l.) Das Filtrat vom Quecksilbernitratniederschlag. 


Das Filtrat des Quecksilbernitratniederschlags wurde vom 
(uecksilber mittels Schwefelwasserstoff befreit und dann mit 
Phosphorwolframsiiure gefillt. Die aus der Phosphorwolfram- 
siiurefiillung regenerierte Basenlosung wurde mit tiberschiissiger 
Salzsiiure angesiuert, stark eingeengt und im Vakuumexsikkator 
krystallisieren gelassen. Die so erhaltene hygroskopische Kry- 
stallmasse wurde in absolutem Alkohol aufgenommen, wobei 
alles aufer Kaliumchlorid in Losung ging. 

Das in Alkohol l6sliche Chlorid wurde nach dem Ver- 
treiben des Alkohols in das Chloraurat tibergefiihrt, das aus 
gelben Bliittchen vom Schmelzpunkt 261—262° bestand. 

Fiir die Analyse wurde das Aurat im Vakuum bei 100° 


getrocknet. 
0,1866 g Substanz gaben 0,0829 g Gold. 
Fiir Cholinchloraurat (C,H,,NOCI - AuCl,) 
Berechnet : Gefunden: 
44,49°/o Au. 44,43 °Jo Au. 


V. Junge Blitter von Morus alba, L., var. latifolia Bur. 


1,2 kg lufttrockenes Material wurden mit heifem Wasser 
extrahiert, die Ausztige in derselben Weise wie oben erwaéhnt 
behandelt. 





‘) Die Untersuchung dieses Niederschlages (Histidin- und Arginin- 
fraktion) gedenkt der Verfasser spater fortzufiihren. 





me C1 aig ie ah: 
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(I.) Der Quecksilbernitratniederschlag. 


Dieser Niederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, das Filtrat des Quecksilbersulfids bei Gegenwart von 
5°/oiger Schwefelsdiure mit Phosphorwolframsiure gefiillt. 

Der Silbernitratniederschlag (Purinbasen). 

Das Adeninpikrat. Zersetzungspunkt 282°. 

Das Adeninchloraurat. Das aus dem Pikrat dargestellte 
Chlorid wurde in das Chloraurat tibergefiihrt, das orangefarbene 
Prismen mit dem Schmelzpunkt 251° bildete. 

Fir die Analyse wurde es im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1225 g Substanz gaben 0,0509 g Gold. 
Fur Adeninchloraurat (C,H,N, +> HCl- AuCl,) 


Berechnet: Gefunden: 
41,50 °/o Au. 41,55 %l0 Au. 


(i.) Das Filtrat vom Quecksilbernitratniederschlag. 


Das Filtrat des Quecksilbernitratniederschlags wurde vom 
Quecksilber mittels Schwefelwasserstoff befreit und dann bei 
Gegenwart der 5°/oigen Schwefelséiure mit Phosphorwolfram- 
siure gefiillt. 

Die aus dem Phosphorwolframséureniederschlag regene- 
rierte Basenl6sung wurde mit tiberschiissiger Salzsaéure an- 
gesiiuert, stark eingeengt und im Vakuum iiber Schwefelsdure 
auskrystallisieren gelassen. 

Die so gewonnene Krystallmasse wurde mit absolutem 
Alkohol behandelt, wobei sie in folgende zwei Fraktionen ge- 
trennt wurde. 

(A.) Der in absolutem Alkohol unlésliche Teil wurde, um 
anorganische Salze zu beseitigen, mit Methylalkohol verrieben: 
das in Methylalkohol lésliche Chlorid wurde nach dem Ver- 
treiben des Methylalkohols in das Chloraurat tibergefiihrt. 

Das Chloraurat. Es bildete gelbe rhombische Prismen, 
die in kaltem Wasser ziemlich schwer, aber in Alkohol leichter 
léslich waren. Im Kapillarrohr erhitzt schmolz es bei 197 
bis 198°. 
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Fiir die Analyse wurde das Aurat im Vakuum bei 100° 

getrocknet. 
0.1963 g Substanz gaben 0.0808 g Gold. 
Fiir Trigonellinchloraurat (C,H,NO, - HCl - AuCl,) 
Berechnet: Gefunden : 
41,33°/o Au. 41,16°/o Au. 

Wird dieses Chloraurat aus Wasser umkrystallisiert, so 
geht es in das basische Salz tiber, das in kaltem Wasser ziem- 
lich schwer léslich war und im Kapillarrohr bei 182° schmolz. 

Fiir die Analyse wurde es im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1081 g Substanz gaben 0,0408 g Gold. 
Fiir basisches Trigonellinchloraurat [(C,H,NO,), -3 HC1- 3 AuC],) ] 
Berechnet: Gefunden : 
37,72 °/o Au. 37,74°/o Au. 

Das Pikrat. Aus einem Teil des Chlorids wurde das 
Pikrat dargestellt. Es bestand aus gliinzenden gelben Nadeln, 
die in Wasser leicht, in Alkohol schwer léslich waren, und im 
Kapillarrohr bei 198—200° schmolzen. 


(b) Der in absolutem Alkohol lésliche Teil. 


Diese alkoholische L6sung wurde mit alkoholischer Queck- 
siiberchloridlisung gefallt. 

Die nach Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltenen 
Chloride wurden nach Stanéks Verfahren verarbeitet. 

Cholin wurde als Chloraurat nachgewiesen. 

Das Chloraurat bestand aus gelben Bliattchen vom Schmelz- 
punkt 258—260°. 

Fiir die Analyse wurde das Aurat im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 


0,1163 g Substanz gaben 0,0513 g Gold. 
Fiir Cholinchloraurat (C,H,,NOCI - AuCl,) 
Berechnet : Gefunden : 
44,49 %/o Au. 44.11°%o Au. 


Zusammenstellung der Resultate. 


Aus 1 kg lufttrockenem Material wurden folgende Basen 
isoliert. 
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‘ : Adenin | Cholin , ; 
Untersuchungsobjekt - Betaine 


Oo a 
t=] =p 








Chrysanthemum sinense, fBliitte. 023 | O17 | Stachydrin (wenig) 

Sabin (Kompositen) | Blatter) 0,16 | wenig | > 0,06 g 
Chrysanthemum coronarium, L. | | 

(Kompositen) (aus 26kg frischem | | 

jp ee ee > Kein Betain 
Artemisia vulgaris, L., var. indica | 

max. (Kompositen) . . . .} 0,20 | O11 | > > 
Reiskleie | O02 | 0,19 | > : 
Morus alba, L., var. latifolia Bur.| 0,20 | 0,10 | Trigonellin 0,17 g 














Beitrage zur Kenntnis der stickstoffhaltigen Bestandteile 
des getrockneten Kabeljau (Gadus Brandtii). 
Von 


K. Yoshimura und M. Kanai. 


«Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule zu Kagoshima, 
Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1913.) 


Das von uns untersuchte Material hatte folgende quanti- 
tative Zusainmensetzung: 


WeMer «i666 et es st a» eee 

Trockensubstanz .... . . . 83,11°%o. 
In 100 Teilen Trockensubstanz: 

Gesamtstickstoff. .... .. . 18,332 


Eiweifstickstoff . ...... . 14,601 
Ammoniakstickstoff ..... . 0,401 


Nicht-Eiweifistickstoff .... . 3,381 

Gesamtphosphorsdure (P,0,) . . 2,805 

Phosphorsiure als Lecithin. . . 0,036. 
Gesamtstickstoff als 100: 

Eiweifistickstoff ....... . 79,64 

Ammoniakstickstoff ..... . 2,19 

Nicht-Eiweifisticksteff .. . . . 18,17. 


Experimenteller Teil. 


1 kg zerkleinerte Probe wurde mit heifem Wasser (ca. 1001) 
extrahiert, die vereinigten Extrakte mit Tanninlésung gefillt. 
Das Filtrat vom Tanninniederschlag wurde bis auf ca. 41 ein- 
geengt, das iiherschiissige Tannin durch Barytwasser und der 
iiberschiissige Baryt durch Schwefelsiure entfernt. Zur Ent- 
fernung der itiberschiissigen Schwefelséiure wurde das Filtrat 
mit Bleioxyd versetzt; der so erhaltene Bleioxydniederschlag 
enthielt Methylguanidin (siehe unten). 

Das schwach alkalische Filtrat vom Bleioxy Riintaniatiad 
wurde auf ein kleines Volumen eingedunstet, wobei sich weibe 
Krystalle in reichlicher Menge ausschieden, welche groBtenteils 
aus anorganischen Salzen bestanden. 

Zur Beseitigung der anorganischen Salze wurden die 
Krystalle mit heiBem Methylalkohol behandelt, wobei ca. 13 g 
anorganische Salze unlodslich blieben. 
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Der in Methylalkohol lésliche Teil wurde nach Vertreiben 
des Alkohols in das salzsaure Salz umgewandelt; die Ausbeute 
betrug 0,9 g. 

Das Pikrat: Ein Teil des salzsauren Salzes wurde in das 
Pikrat umgewandelt; es bestand aus glainzenden gelben Nadeln, 
die in kaltem Wasser ziemlich schwer léslich waren; im Kapillar- 
rohre erhitzt schmolz es bei 209—210° (unkorr.) unter Zersetzung. 

Das Chloraurat: Das aus einem Teil des salzsauren Salzes 
dargestellte Chloraurat bildete gelbe Tafeln, welche im Schmelz- 
rodhrehen sich bei 164° zersetzten. 

Fir die Analyse wurde das Priiparat unter vermindertem 
Druck tiber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknet. 

0,1602 g Substanz gaben 0,0704 g Gold. 
Fir Kreatininchloraurat (C,H,N,O - HC} - AuCl,) 
Berechnet : Gefunden : 
43,.51°/o Au. 43,94°/o Au. 

Die Mutterlauge der Krystalle wurde mit Schwefelsiiure 
angesiiuert, das ausgefiillte Bleisulfat durch Filtrieren beseitigt. 

Das neue Filtrat wurde mit 20°/oiger Silbernitratlésung 
versetzt, wobei ein brauner Silberniederschlag (a) entstand, 
welcher nach 2% Stunden abgesaugt wurde. Das Filtrat vom 
Silberniederschlag (a) wurde noch weiter mit Silbernitrat sowie 
liberschtissigem gesdttigtem Barytwasser bebandelt, wobei sich 
sofort ein brauner Silberniederschlag (b) ausschied. 

Der Silberniederschlag (a). Der Niederschlag wurde durch 
Schwefelwasserstoff zersetzt und aus dem Filtrat vom Schwefel- 
silber das Chlorid dargestellt. Die Ausbeute an Chlorid be- 
trug 0,5 g. 

Zur Identifizierung wurde das Pikrat und das Chloraurat 
aus dem Chlorid dargestellt und untersucht. Alle diese Prii- 
parate waren mit den aus reinem Kreatinin dargestellten voll- 
standig identisch. 

Der Silberniederschlag (b). Der Silberniederschlag wurde 
durch Salzsiiure zersetzt, als Verunreinigung enthaltender Baryt, 
durch Schwefelsiiure quantitativ entfernt und dann in das Chlorid 
ubergefiihrt. 

Die Ausbeute an Chlorid betrug nur 0,1 g. Das aus dem 
Chlorid dargestellte Pikrat bildete blaBgelbe Nadeln, die bei 
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schnellem Erhitzen bei 242—246° unter Zersetzung schmolzen. 
Die Ausbeute war so gering, daf wir das Salz nicht weiter 
untersuchen konnten. 

Der Phosphorwolframsiiureniederschlag. 

Das Filtrat des Silberniederschlags (b) wurde durch Salz- 
siure vom Silber und durch Schwefelsdure vom Baryt befreit, 
wieder mit Schwefelsdure solange versetzt, bis die Lisung 
etwa 5°/oig war, und dann mit Phosphorwolframsiiure gefillt. 

Der Phosphorwolframsiéureniederschlag wurde in_be- 
kannter Weise mit Baryt zerlegt. Die so erhaltene Basenlésung 
wurde unter vermindertem Druck stark eingeengt und im 
Vakuumexsikkator einige Tage stehen gelassen, wobei sich 
aber nichts ausschied, Das Chlorid (Sirup) wurde nach dem 
Austrocknen im Exsikkator mit absolutem Alkohol aufgenommen, 
wobei unldsliche anorganische Salze abgetrennt wurden; die 
alkoholische Losung wurde mit alkoholischer Quecksilberchlorid- 
losung gefiillt. 

Die Quecksilberfiillung: Nach einigen Tagen wurde die 
Fillung abgesaugt und mit alkoholischer Sublimatl6sung aus- 
gewaschen, dann in heifem Wasser aufgelést und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. 

Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde stark eingeengt 
und im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei sich farblose 
Krystalle ausschieden. Durch wiederholtes Aufnehmen mit ab- 
solutem Alkohol wurden ldsliche und unldsliche Teile von- 


einander getrennt. 
Das im Alkohol unlésliche Chlorid: die Ausbeute betrug 


nur 0.3 g. 

Das Chloraurat: Das aus einem Teil des Chlorides dar- 
cestellte Chloraurat bildete hellgelbe Blittchen, die im Schmelz- 
rohrchen bei 235—240° unter Zersetzung schmolzen. 

Fiir die Analyse wurde das Aurat im Vakuum bei 100° 





getrocknet. 
0.2058 g Substanz gaben 0,0894 g Gold. 
Fiir Betainchloraurat (C,H,,.NO, - HCl. AuCl,) 
Berechnet : Gefunden: 
43,13" 0 Au. 43,44°/o Au. 
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Das Pikrat: Mit einem Teile des Chlorides wurde das 
Pikrat dargestellt. Das Pikrat bildete gelbe Nadeln vom Schmelz- 
punkt 183°, die in Wasser leicht, in Alkohol etwas schwer 
loslich waren. 

Das in Alkohol lésliche Chlorid: Da das Chlorid nicht 
krvstallisierte, wurde es mit alkoholischer Platinchloridlésung 
gefiillt, das erhaltene Platinat durch Schwefelwasserstoff zer- 
setzt und dann wieder ins Chloraurat tibergefiihrt, das im 
Schmelzrohrehen bei 145—148° schmolz und sich bei 218—219° 
zersetzte. 

0,1709 g des Chloraurats gaben 0,0684 g Gold, 
entsprechend 37,09°/o Au. 

Die Menge war leider sehr gering, so dafi es nicht 
moéglich war, eine genauere Beschreibung der Substanz zu 
geben. 

Die Mutterlauge des Quecksilberniederschlags wurde durch 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit, stark eingeengt, 
dann im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei sich geringe 
Mengen der Krystalle ausschieden, welche durch Behandlung 
mit Alkohol in 2 Teile getrennt wurden. 

Der in Alkohol unlésliche Teil war Betainchlorid und 
der lisliche Teil bestand aus Kreatininchlorid. 

Das Betain wurde als Pikrat und als Chloraurat identi- 
fiziert. Das Pikrat bildete gelbe Nadeln und schmolz bei 183°. 

Das Chloraurat krystallisierte in stark glinzenden Blatt- 
chen, die bei 260° unter Zersetzung schmolzen und 44,31°/o Au 
enthielten. 

Der Bleioxydniederschlag. 

Wie oben schon erwaéhnt, wurde der wisserige Extrakt 
des Materials mit Tannin gereinigt, das iiberschiissige Tannin 
durch Baryt, der iiberschiissige Baryt durch Schwefelsiure 
entfernt. In das Filtrat vom Baryumsulfat wurde Bleioxyd im 
Uberschuf eingetragen, wobei sich Bleisulfat, in dem etwas 
stickstoffhaltige Verbindungen enthalten waren, in reichlicher 
Menge ausschied. 

Dieser Niederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff und 
durch Baryt vom Blei, Schwefelsiiure und Tannin befreit, das 
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Filtrat, nach Entfernen des Baryts durch Kohlensaure, im 
Vakuum stark eingeengt und dann ins Chlorid tibergefiihrt. 

Das Pikrat. Mit einem Teil des Chlorides wurde das 
Pikrat dargestellt; das Pikrat bildete gelbe kurze Prismen, die 
in Wasser sehr leicht léslich waren und im Kapillarrohr bei 
194—195° unter Zersetzung schmolzen. 

Das Chloraurat. Das Chloraurat bestand aus mono- 
klinen Krystallen, die in Wasser und in Alkohol schwer léslich 
waren. Im Kapillarrohr erhitzt, schmolz es bei 165—166° 
unter Zersetzung. 

Fiir die Analyse wurde im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1317 g Substanz gaben 0,0628 g Gold. 
Fir Methylguanidinchloraurat (C,H,N, - HCl - AuCl,) 
Berechnet: Gefunden: 
47,74%Jo Au. 47,730 Au. 


Isolierung des Taurins und der Monoaminosiduren. 


Die Mutterlauge des Phosphorwolframséureniederschlages 
wurde durch Baryt von Schwefelsiiure und von Phosphor- 
wolframsiiure befreit, der tiberschiissige Baryt mittels Schwefel- 
siiure quantitativ entfernt, dann im Vakuum zum Sirup ein- 
geengt. Der Sirup wurde wiederholt mit absolutem Alkohol ab- 
destilliert, zuletzt mit dem mit Salzsiiuregas gesittigten Alkohol 
versetzt und wieder mit Salzsiuregas gesittigt, wobei sich 
allmiihlich Krystalle auszuscheiden begannen. 

Dann wurde im Eisschrank 24 Stunden stehen gelassen: 
es schieden sich 13 g Krystalle aus. 

Beim Umkrystallisieren bildeten sie groBe Prismen, die 
in Wasser leicht, aber in Alkohol sehr wenig ldslich waren; 
die wiisserige Lisung reagierte neutral. 

Mit Goldchlorid, Pikrinsiéiure, sowie Phosphorwolframsiure 
wurden keine Salze erhalten. 

Das Praparat wurde im Vakuum bei 100° getrocknet und 


analysiert. 


0,2590 g Substanz gaben 0,0299 g N. 
Fiir Taurin (C,H,NSQ;,) 
Berechnet: Gefunden: 
11,20°%o N. 11,54°/o N. 
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Die Mutterlauge vom Taurin wurde nach der Estermethode 
von E. Fischer verarbeitet. Die freien Ester wurden bei 
der fraktionierten Destillation unter einem Druck von 12 mm 


destilliert und folgende Fraktionen aufgefangen: 
Estermenge 


1. Fraktion bis 80°.....41,2g8 
2. > 80— 95°... . . O05 » 
3. > 95—185° ..... 1,1 >» 


Die Isolierung und Identifizierung der einzelnen Amino- 
siiuren erfolgte in der bekannten Weise; die erhaltenen Mengen 
sowie die Analysenresultate sind aus Nachstehendem ersichtlich. 

Fraktion | und II wurden vereinigt und mit Wasser am 
RiickfluBkiihler zur Verseifung solange gekocht, bis die alkalische 
Reaktion verschwunden war. Beim Verdampfen lieferte die 
Fliissigkeit reines Alanin 0,5 g. 

Es schmolz bei 261—262° unter Zersetzung. 

Das Kupfersalz des Alanins. Es bildete tiefblaue Blattchen, 
die in Wasser leicht léslich, aber in Alkohol unléslich waren. 


Das Kupfersalz schmolz bei 241—243° unter Zersetzung. 
0,1210 g Substanz gaben 0,03196 g Kupfer. 
Fiir Alaninkupfer [(C,H,NO,),Cu} 
Berechnet: Gefunden: 
26,52°/o Cu. 26,41°/o Cu. 

Fraktion Ill wurde mit Barytwasser verseift und auf 
Glutaminsiiure und Asparaginsiure untersucht, aber es gelang 
uns nur, Glutaminsiiure als Kupfersalz zu isolieren. 

0,1035 g Substanz gaben 0,03133 g Kupfer. 
Fiir glutaminsaures Kupfer (C,H,NO,Cu) 


Berechnet: Gefunden: 
30,49°o Cu. 30,27 °%o Cu. 


Ubersicht der Resultate: 
Aus 1 kg luftrockenem Kabeljau wurden isoliert: 


Kreatinin .....+.-+-+-+ 14048 
Betain (als Chlorid). . . ... O44 > 
Methylguanidin (als Pikrat) . . 0,70 » 
TOE: «a es eS Le eee 
Alamim «swe eee vnvce ss GH» 
Glutaminsiure ...... . . Wenig 
Kreatin ........ - . nicht gefunden 
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Studien iiber das Wachstum. 


I. Mitteilung. 


Das Wachstum auf vitaminhaltiger und vitaminfreier Nahrung. 
Von 


Casimir Funk. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung, Cancer Hospital Research Institute, 
London, Brompton, S. W.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Oktober 1913.) 


In den letzten Jahren ist eine ganze Anzahl hoéchst inter- 
essanter Arbeiten erschienen, die das Wachstum junger Tiere 
vom Standpunkt der Zusammensetzung der Nahrung studierten. 
So berichteten Osborne und Mendel(!) und bald darauf 
Hopkins, (?) daB junge Ratten, auf einer Nahrung gehalten, die 
aus gereinigtem Kiweif, Fett, Starke und Salzen besteht, zwar 
am Leben erhalten werden kénnen, aber das Wachstum total 
einstellen. Es lieB sich ferner zeigen, daf, wenn zu derselben 
Nahrung eine geringe Quantitét Milch (Hopkins), proteinfreie 
Milch (Osborne und Mendel), Butter oder Atherextrakt aus 
Eigelb (McCollum und Davis)(*) zugesetzt wurde, die Tiere 
wieder zu wachsen anfingen. Infolge dieser Resultate war die 
Annahme berechtigt, daB in den oben genannten Zusitzen 
eine spezifische wachstumférdernde Substanz zugegen ist, tiber 
deren Natur die Autoren noch nicht ganz einig waren. Osborne 
und Mendel glaubten lange Zeit, daf die Ursache der Wachs- 
tumshemmung der Salzmangel ist, doch ist immer mehr infolge 
meiner Arbeiten tiber Vitamine(*+) zur Wahrscheinlichkeit ge- 
worden, dal} die wachstumfé6rdernde Substanz zu der Gruppe 
der Vitamine in weitem Sinne gehort, und ich mdéchte sie in 
dieser Arbeit als das Wachstumvitamin bezeichnen. Es ist 
niimlich von den friiheren Autoren die wichtige Tatsache tiber- 
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sehen worden, dai die wachstumhemmende Nahrung vitamin- 
frei war, d. h. sie wiirde, Menschen oder Vigeln liingere Zeit 
verabreicht, eine typische Beriberi hervorrufen. Die Tierarten, 
die bis jetzt zu den Wachstumexperimenten herangezogen 
wurden, waren atten und Miiuse, die einzigen Laboratoriums- 
tiere, die eine geniigend lange Zeit auf vitaminfreier Nahrung 
erhalten werden kénnen. Die erhaltenen HKesultate kénnen 
somit kaum auf andere Tierarten und auf den Menschen tiber- 
tragen werden. 

Seit einiger Zeit habe ich nun Versuche in Angriff ge- 
nommen, die das Wachstum der Tumoren in Beziehung mit 
der Zusammensetzung der Nahrung und besonders des Ein- 
flusses der Vitamine zum Ziele haben. Es multe deshalb ein 
Tier ausfindig gemacht werden, bei welchem der Mangel der 
Vitamine sich aihnlich wie beim Menschen dufert. Zu diesem 
Zwecke wurden junge Hiihner gewiihlt. Da eine grofe Anzahl 
von Versuchen in Aussicht genommen wurde, so mufte auch 
die Zubereitung der Nahrung médglichst vereinfacht werden. 
Von der Uberlegung ausgehend, daB Samenkérner, die sich ja 
im Ruhestadium befinden, des Wachstumvitamins entbehren 
kénnen, wurde zu diesen Versuchen unpolierter Reis gekocht 
den Hiihnern verabreicht. Diese Nahrung war auch deswegen 
gewihlt, um zu sehen, ob junge Tiere trotz der Anwesenheit 
des Beriberi-Vitamins in der Nahrung wachstumfihig sind. 

Zu den Versuchen wurden 84 14tagige Hihner der Ply- 
mouth Rock-Rasse angewandt, die unter den gleichen, mdglichst 
besten Laboratoriumbedingungen gehalten wurden. Die Tiere 
wurden in 7 Experimente geteilt und zwar wurden: 


I. 18 Hithner auf Spratts Hihhnernahrung gehalten; 


lf. 12 =» » unpoliertem Reis; 
Ill. 12 =» > > > 
IV. 12 » > > >» mit geringem Hefezusatz ; 
V.12 =~ » > > >» » Zusatz von 5 cg getrocknetem 
Rous- Tumor ;'*) 
VI.12 => » der gleichen Nahrung wie Nr. V. 
VIL. 6 > » poliertem Reis (weiffem Reis). 


‘) Den Tumor verdanke ich der grofen Liebenswiirdigkeit von 
Dr. Peyton Rous vom Rockefeller-Institute. 
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Auferdem wurden 9 Hiihner des ersten Versuches, alle 
Tiere des 4. und 6. Versuches mit dem Rousschen Hiihner- 
sarkom nach 15 Tagen geimpft. Der Tag der Impfung ist auf 
der Tabelle mit einem Stern bezeichnet. 

Uber den Einflu$ des Tumorwachstums auf das Wachs- 
tum der Tiere, sowie iiber den EinfluB der Diiit auf das Wachs- 
tum des Tumors wird nichstens berichtet. 

Die Tiere wurden jeden 4. Tag gewogen; das mittlere 
Gewicht aus jedem Versuch ist auf der Kurventabelle aufge- 
zeichnet. Die Tiere afben das Futter mit grofem Appetit. Ob- 
wohl es zu befiirchten war, dafi junge Hiihner nicht lang genug 
auf einer so einfOrmigen Nahrung leben kénnen, gelang es mir, 
eine grofe Anzahl der Tiere tiber 5 Wochen am Leben zu 
erhalten, eine Zeitperiode hinreichend lang fiir meine spiiteren 
Experimente. Folgende Resultate sind besonders hervorzuheben. 
Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, sind die Hiihner an un- 
poliertem Reis wihrend 4 Wochen nicht eine Spur ge- 
wachsen, wihrend die Kontrolltiere fast ein doppeltes Gewicht 
und Gréfe zeigen. Der Zusatz von Tumorgewebe hatte einen 
entschieden giinstigen Einflu{B auf das Wachstum der Tiere, 
der beste Effekt wurde aber mit trockener Hefe erhalten. Die 
Hiihner auf weibem (poliertem) Reis gehalten, starben sehr 
schnell, némlich nach 14 Tagen, ohne sichtbare Beriberi- 
symptome. Aus den Experimenten scheint ferner hervorzu- 
gehen, dai der Einflu{B der Sarkomimpfung auf das Wachstum 
der Tiere kein ungiinstiger ist, doch bedarf dieser Punkt einer 
speziellen, sorgfiltigen Nachpriifung. 

Kurz zusammengefaBt, sind die Resultate dieser Unter- 
suchung folgende: Eine Wachstumshemmung 1aft sich auch 
auf einer vitaminhaltigen Nahrung erzielen. Dies wiirde hin- 
deuten, daf das Wachstumvitamin nicht identisch ist mit dem 
Vitamin, welches gegen Beriberi schiitzt. Wir sind nun im 
Besitze einer einfachen Versuchsanordnung, die es hoffentlich 
gestatten wird, die Gegenwart des wachstumfordernden Vitamins 
bei der chemischen Fraktionierung nachzuweisen. Die Arbeiten 
der letzten Jahre iiber das Wachstum und die Vitamine recht- 
fertigen die Annahme einer spezifischen wachstumstimulierenden 
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Substanz in der Nahrung. Die Substanz ist wahrscheinlich in 
diesem Zustande nicht wirksam, sondern sie bedarf einer Um- 
arbeitung in einer der endokrinen Driisen, wahrscheinlich in 
der Hypophyse. Auf diese Weise lieBe sich erkliren, warum 
die Exstirpation dieser Organe (der Hypophyse, der Thyreoidea, 
der Thymus) ebenfalls eine Wachstumhemmung erzeugt. Eine 
ganze Anzahl der hier besprochenen Probleme ist bereits von 
mir in Angriff gnommen worden. Ganz besonders wird der Ein- 
flu} der einzelnen Vitamine auf das Wachstum der bosartigen 
Geschwilste studiert — eine neue Richtung der experimen- 
tellen Krebsforschung, die manche Resultate zu geben verspricht. 


Literatur. 


1. Osborne und Mendel, Publications of Carnegie Inst., Nr. 156, Part I 
and II; Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 81, 1912; Diese Zeit- 
schrift, Bd. 80, S. 307, 1912; Journ. of Biol. Chem., Bd. 13, S. 233, 
1912; Ebenda, Bd. 15, S. 311, 1913. 

. Hopkins, Journ. of Physiol., Bd. 44, S. 425, 1912; Derselbe und 
Neville, Biochem. Journ., Bd. 7, 5. 97, 1913. 
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4, Gasimir Funk, Arbeiten iiber Beriberi, zusammengefaft in den 
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Uber parenterale Ernahrung durch intravendse Injektion. 


Von 
V. Henriques und A. C. Andersen. 


Mit einer Abbildung im Text. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Kopenhagen).) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Oktober 1913.) 


Die Frage vom Schicksal der Proteine im Organismus ist 
trotz der zahlreichen Untersuchungen der spiiteren Jahre als 
bei weitem noch nicht gelist zu betrachten. DaB der Organis- 
mus bei Ernihrung mit vollstiéndig abgebauten Proteinen in 
N-Gleichgewicht kommen, ja dafi sich dabei sogar N im Korper 
ablagern kann, muf als sicher bewiesen betrachtet werden; 
damit ist aber natiirlich nicht dargetan, wie weit die Spaltung 
bei normaler Ernihrung geht. Wir wissen tatsiéchlich nicht, 
ob die Darmwand unter gewohnlichen Verhiiltnissen Albumosen 
und Peptone in gréferen Mengen aufsaugt, oder ob diese Stoffe, 
um aufgenommen zu werden, erst abgebaut werden miissen. 

Auch unsere Kenntnisse des Schicksals der absorbierten 
Spaltungsprodukte sind sehr mangelhaft. Werden die absor- 
bierten Stoffe bereits in der Darmwand zu Proteinen des 
Blutes aufgebaut, oder findet diese Synthese in anderen Organen 
statt, oder findet sie in einem Organismus, der kein Protein 
ablagert, itiberhaupt in gréBerem Mabe statt ? 

Solange man nicht imstande war, die Abbauprodukte der 
Proteine im Blut nachzuweisen, war man zuniichst geneigt, die 
Synthese der Proteine in die Darmwand zu verlegen; nachdem 
es aber gelungen ist,!) Aminosiuren im Blute nachzuweisen, 
namentlich nach Aufnahme gréferer Mengen Protein, ist man 


’) Folin and Denis, Journ. of biolog. Chemistry, Bd. 11. — D. 
van Slyke and G. Meyer, Journ. of biolog. Chemistry, Bd. 12. 
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geneigter, eine Synthese auBerhalb der Darmwand anzunehmen 
wenn eine Synthese tiberhaupt stattzufinden braucht. 

Unter den vielen Versuchsmethoden, die in Anwendung 
gebracht worden sind, um diese firs Verstiindnis der Bedeutung 
der Proteine recht wichtigen Fragen zu entscheiden, hat die 
parenterale Zufuhr eine nicht geringe Rolle gespielt. Man be- 
nutzte entweder subcutane oder intravendse oder intraperi- 
toneale Injektion sowohl genuiner als mehr oder minder ab- 
gebauter Proteine. Ein entscheidendes Resultat erreichte man 
aber nicht. Als bestes Verfahren bei parenteraler Injektion von 
Proteinen oder deren Spaltungsprodukten ist die intravendse 
Injektion zu bezeichnen; bisher ist es aber nicht gelungen, 
solche Injektionen liingere Zeit hindurch fortzusetzen, was 
durchaus erforderlich ist, wenn man die Bedeutung der ge- 
nannten Stoffe fiir den N-Umsatz klarlegen will. 

Die liingste Versuchszeit bei Injektion von Proteinspaltungs- 
produkten mit gleichzeitiger Bestimmung des N-Umsatzes finden 
wir bei Buglia,!) der Hunden 7 Stunden lang Proteinspaltungs- 
produkte injizierte und darauf den gleichzeitig ausgeschiedenen 
Harn, sowie den Harn der danach folgenden Zeit untersuchte. 

Um nun der Lésung der Frage vom Ort der Protein- 
synthese niiher zu kommen, haben wir eine Reihe Versuche 
mit parenteraler Ernaihrung angestellt; die Nahrungstoffe wurden 
durch Injektion in die Vena jugularis oder in die Milzvene 
zugefiihrt, und die Zufuhr wurde ununterbrochen fortgesetzt, 
bei einigen Versuchen bis auf 20 Tage. Die zugefiihrten 
Nahrungsstoffe waren Traubenzucker, Natriumacetat, Salze so- 
wie lange Zeit erst mit Trypsin und dann mit Erepsin ver- 
daute Proteine (Muskeln). 

Die Versuche ergaben, da& sowohl Zucker als 
Acetat im Organismus verbrannte, und dafB das Tier 
nicht nur in N-Gleichgewicht kam, sondern (im Laufe 
von 18 Tagen) sogar recht bedeutende Mengen Stick- 
stoff ablagerte und an Gewicht zunahm. 

Es wurde in folgender Weise verfahren: Als Versuchstier 
benutzten wir hauptsiichlich Ziegenbécke, bei einigen Versuchen 


') Zeitschr. f. Biologie, Bd. 58, 1912. 
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auch Hunde. Es wird bei durchgefiihrter Antiseptik eine Glas- 
kantile in die Vena jugularis eingelegt. Die Kaniile ist mit einem 
15 cm langen diinnen Gummischlauch versehen, der mit einer 
Klemmschraube verschlossen ist. Nach Einfiihrung der Kaniile 
wird ein steriler Verband angelegt, an dem der Gummischlauch 
inwendig fixiert wird. Darauf wird das Tier in einem Ver- 
suchskasten angebracht, und es wird unter dem Bauch des 
Tieres ein Gummibeutel mit Ablaufréhre zur Kinsammlung des 
Harns angebracht. Damit das Tier sowohl stehen als sich auch 
niederlegen kann, wird sein Kopf mittels eines «Kopfzeuges» 
fixiert, das zu beiden Seiten mit Metallringen versehen ist, die 
an zwei im vorderen Ende des Kastens angebrachten Stangen 
auf- und abgleiten kénnen. 

Bei diesen Vorkehrungen kann das Tier den Kopf auf und 
ab bewegen, aber nicht seitwirts drehen, so daB keine Ver- 
schiebung des Verbandes stattfinden kann. 

Die Nahrungsfliissigkeit wird durch Erwiirmung in str6- 
mendem Wasserdampf') sterilisiert und ist in einer Mariotte- 
schen Flasche angebracht, die so eingeteilt ist, dab man 25 cem 
ablesen kann. 

Von der Flasche fiihrt eine Rohre zu einem Tropfapparat 
hinab, der in der beigegebenen Figur veranschaulicht ist. Die 
Hinzutrépfelung kann mittels einer Klemmschraube oder eines 
wie in der Figur angebrachten Glashahns reguliert werden. 
Vom Tropfapparat geht ein langer Gummischlauch aus, der mit 
der in der Vene angebrachten Kaniile in Verbindung gesetzt 
wird. Der Schlauch wird so angebracht, dali er nicht straff 
wird oder in die Klemme kommt, wenn das Tier sich erhebt 


') Bei einigen unserer ersten Versuche wurden die Nahrungsfliissig- 
keiten bis 20 Minuten bei 110° autoklaviert. Bei diesem hohen Warme- 
grad riskiert man indessen, dafi Tryptophan und andere wichtige Amino- 
séuren sich spalten, weshalb wir mit der starken Erwarmung aufhodrten 
und uns mit einer Erwirmung auf 100° begniigten, welche Temperatur 
sich als fiir unseren Zweck geniigend erwiesen hat. — Dafs das Trypto- 
phan bei Erwirmung auf 110° wahrscheinlich zerstirt wurde, schliefen 
wir daraus, dafs sich bei unseren ersten Versuchen kein N-Gleichgewicht 
herstellen lief, wihrend ein solches bei den spiteren Versuchen leicht 
zustande kam. 
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oder sich niederlegt. Man mufB natiirlich dafiir sorgen, daB, 
wenn die Hinzutrépfelung beginnt, keine Luft in die Vene eintritt. 

Bei einiger Ubung lernt man bald die 
Zutrépfelung so einstellen, daB sie 24 Stunden 
hindurch gleichmabig verléuft. Einmal am 
Tage wechselt man dieF lasche mit Nahrungs- 
stoffen, und gleichzeitig mift man die im 
Laufe der 24 Stunden ausgeschiedene Harn- 
menge. 

Kin MiBstand bei den Versuchen ist es, 
daB sich in der zur Injektion benutzten Vene 
mitunter Thromben bilden. Meist wird ein 
solcher Thrombus an Ort und Stelle bleiben, 
und wir haben nie Infarkte in der Lunge 
angetroffen; jedoch miissen einige eigen- 
tiimliche Erscheinungen (Zwangsstellungen 
des Kopfes), die wir an zwei unserer Ver- 
suchstiere beobachteten, wohl aus kleinen 
Embolien erklirt werden, wenn es uns auch 
nicht bei der Sektion gelingen wollte, deren 
Sitz nachzuweisen. 

Die Thrombenbildung bewirkt, dab die 
Injektionsfliissigkeit zuletzt nicht ins Gefab 
hinein kann; die Zutrépfelung hért auf. In 
dem Falle muf8 man die Kaniile herausnehmen und weiter unten 
an der Vene oder in eine andere Vene einfiihren, entweder in 
die Vena jugularis der anderen Seite oder in die Milzvene. 

Auf die Thrombenbildung wird wohl auch die oft ein- 
tretende Temperatursteigerung der Versuchstiere zuriickzufiihren 
sein. Eine Eiterbildung nach der Operation haben wir nicht 
bemerkt. 

Moglicherweise laBt sich die Thrombenbildung durch Zusatz 
von Citraten oder Hirudin zur Injektionsfliissigkeit verhiiten ; 
bestimmtes dartiber kénnen wir aber noch nicht aussagen; es 
unterliegt jedoch keinem Zweifel, dafi die Versuche sich, wenn 
es gelingt, die Thrombenbildung zu hindern, sehr lange werden 


fortsetzen lassen. 
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Der osmotische Druck der injizierten L6sungen muf nach 
der Zusammensetzung derselben sehr groB sein; in einem Ver- 
such lie8& sich eine Gefrierpunktserniedrigung von 2,45° fest- 
stellen. Es ist mdglich, daB die Thrombenbildung leichter aus- 
zuschlieBen wiire, wenn die injizierten Fliissigkeiten mit dem 
Blute isotonisch hergestellt werden kénnten, was sich z. B. 
in der Weise ausfiihren lieBe, daB nur die Stickstoffverbindungen 
zur Injektion gelangten, wihrend die anderen verwendeten 
Substanzen per os gegeben wiirden. Derartige Versuche haben 
wir jedoch noch nicht angestellt. 

Schwer ist bei der angefiihrten Versuchsmethode die Be- 
stimmung der in den Darm entleerten Sekretmenge. Bei der 
Ziege wird die Menge der Exkremente fortwiihrend abnehmen, 
es wird aber doch eine Woche oder mehr verlaufen, bevor 
die Exkremente zellulosefrei sind. Wenn dies der Fall ist, 
wird die Exkrementmenge in eine gleichmifbige weiche Masse 
reduziert sein, die nur wenig Gramm wiegt. Man mui daher 
berechtigt sein, anzunehmen, dafi der N-Verlust wiithrend der 
ersten Versuchstage ahnlicher GroBe ist wie wiihrend der letzten 
Tage. 

Bevor wir zur Besprechung der einzelnen Versuche tiber- 
gehen, ein paar Worte tiber die angewandten N-haltigen Nah- 
rungsstoffe. Diese wurden durch Verdauung von Kalb-, Ziegen- 
oder Hundefleisch hergestellt. Zur Verdauung wurde Pankreatin 
(Rhenania) angewandt, spiiter wurde Darmschleimhaut entweder 
von einem Hund oder einer Ziege zugesetzt. Bei dieser Ver- 
dauung gelang es jedoch keine vollstandige Spaltung der Proteine 
zu erzielen, indem in den Lésungen stets 10—15°/o peptid- 
gebundenen Stickstoffs (in Prozenten von Total-N) vorhanden 
war. Obes tiberhaupt méglich ist, bei Verdauung mit Trypsin 
-++ Erepsin eine volistindige Spaltung zu erzielen, ist unserer 
Meinung nach zweifelhaft; moéglicherweise kann man eine voll- 
stindige Spaltung erzielen, wenn man vor der Trypsineinwirkung 
Pepsinsalzsiure anwendet, was wir jedoch nicht versucht haben, 
und wir glauben, daB dies kaum zum Ziele fiihren wiirde, da 
es bisher nicht gelingen wollte, bei Trypsin-Erepsin-Verdauung 
von Witte-Pepton einen vollstindigen Abbau zu erzielen. Es 
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liegen Bestimmungen von Abderhalden und Rona vor tiber 
den Grad des Abbaues bei Fermentverdauung von Fleisch; 
sie zeigen, dai der Abbau vollstandig sein kann; wie die 
Verdauung stattfand, ist aber nicht detailliert angegeben. 

Da uns darum zu tun war, ein vollstindig abgebautes 
Protein zu versuchen, untersuchten wir den von der Fabrik 
vorm. Meister Lucius & Briining, Hodchst a. M. in den Handel 
gebrachten Stoff: «Erepton. Vollstandig abgebautes Fleisch 
nach Prof. Dr. Abderhalden». Es wurde die Menge des 
peptidgebundenen N in zwei verschiedenen Proben bestimmt; 
sie betrug 15,2 bezw. 12,3°/o vom Total-N. Der Spaltungsgrad 
des untersuchten Ereptons entspricht also recht genau der von 
uns bei Trypsin-Erepsin erzielten Spaltung. 

Bei einigen Versuchen benutzten wir als N-haltigen Nah- 
rungsstoff Witte-Pepton. Bekanntlich wird eine schnelle In- 
jektion einer gréBeren Menge dieses Stoffes starke Vergiftungs- 
symptome bewirken; wir glaubten indes, daf die ganz lang- 
same Injektion, die wir benutzten, mdglicherweise bewirken 
wiirde, dafi die Vergiftungssymptome sich nicht einstellten. 
Es ergab sich denn auch, dab ein ca. 25 kg wiegender Ziegen- 
bock 6 Tage lang eine Injektion von ca. 30 g Witte-Pepton 
pro Tag ertrug, wohingegen die Injektion von gréBeren Dosen 
in zwei Fallen nach bezw. 7 und 2 Stunden den Tod bewirkte. 
Bei Versuchen mit Witte-Pepton mufi man daher mit der 
Dosis sehr vorsichtig sein, wiihrend die Injektion von fast 
vollstiindig verdautem Fleisch in keinem Falle Vergiftungs- 
symptome ergab. 

Der injizierte Zucker war, wie erwihnt, Traubenzucker. 
Ein einziges Mal versuchten wir Rohrzucker, der erst durch 
Erwirmung auf dem Wasserbade mit Weinsaure invertiert 
wurde, worauf wir die Fliissigkeit neutralisierten. Beim Stehen 
wurde diese Fliissigkeit aber wieder sauer, was zur Folge hatte, 
da das Versuchstier an Saurevergiftung starb. Die Reaktion 
der Injektionsfliissigkeit spielt naturgem&B eine sehr bedeutende 
Rolle. Wir neutralisierten bei allen spiteren Versuchen die 
Lésungen in der Weise, daB sie auf gew6dhnliches Lackmus- 
papier unbedeutend alkalisch reagierten. Bei einigen der ersten 
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Versuche trat der Tod unzweifelhaft wegen der schwach sauren 
Reaktion der Injektionsfliissigkeit ein. 

Im Harn wurde bestimmt: 1. Total-N (Kjeldahl), 
2. Amino-N (teils Henriques-Sorensen, teils van Slyke), 
3. peptidgebundener N (durch Spaltung im Autoklav mit Siiure 
und darauffolgende Formoltitrierung), 4. Ammoniak (Abdestillation 
im Vakuum) und 5. Harnstoff-N (die Hypobromitmethode. ') Ferner 
wurde die Zuckermenge durch Titrierung nach Bang bestimmt. 

Wir werden hier nicht jeden einzelnen von uns an- 
gestellten Versuch vornehmen, sondern uns mit einem be- 
gniigen, den wir an einem zu Anfang des Versuches 15,5 kg 
wiegenden Ziegenbock anstellten (siehe folgende Tabelle). 

Am 29./9. 1913 wurde eine Glaskaniile in die Vena ju- 
gularis eingelegt, und die Zutrépfelung von Nahrungsfliissigkeit 
begann um 12 Uhr Mittag. Die Eintropfelungsfliissigkeit bestand 
aus 800 g Glukose, 100 g Na-Acetat, 15 ccm Salzlisung,?) in 
gewOhnlichem Wasser gelést, so dal das Gesamtvolumen 
3000 cem betrug. 

Am 30./9. hatte die Eintrépfelungsfliissigkeit eine ihnliche 
Zusammensetzung; jedoch wurden statt 300 g Glukose nur 
275 g angewandt. 

Aus der Tabelle wird hervorgehen, dafi der N-Verlust 
im Harn an den beiden Tagen, wo die Eintropfelungsfliissigkeit 
N-frei war, bezw. 5,88 und 4,52 g betrug. 

Am 1./10. bestand die Eintrépfelungsfliissigkeit aus 275 g 
Zucker, 75 g Na-Acetat, 15 ccm Salz samt 800 cem einer Lisung 
von Verdauungsprodukten, die durch Trypsin-Erepsinverdauung 
aus Ziegenfleisch hergestellt waren. Die Losung enthielt 15,9°/o 
peptidgebundenen N. Die Eintrépfelungsfliissigkeit wurde durch 
Zusatz von gewOhnlichem Wasser auf 2500 ccm vermehrt. 

Schon im Laufe dieses Tages wird die N-Bilanz positiv, 
und diese positive Bilanz*) hilt sich die folgenden 18 Tage, 


‘) Hieriiber siehe Marie Krogh, Diese Zeitschr., Bd. 84. 
*) Die angewandte Salzlésung hatte folgende Zusammensetzung: 60 g 
NaCl, 20 g KCl, 10 g CaCl,, 5 g MgCl, + 6H,0, Wasser bis auf 500 ccm. 
*) Die angegebene Bilanz ist an und fiir sich nicht korrekt, denn 
es wurde auf eine etwaige Ausscheidung im Darme keine Riicksicht ge- 
nommen. Von der Griffe dieses N-Verlustes spiiter ein Naheres. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 25 
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Tem- Menge Glukose Stickstoff Verteilung des Harnstickstoffs. 
der , in °/o des Gesamtstickstoffs 
Datum ') | a? =" injizierten Diurese Ein- | Ausge- Ein- Revs al Bilanz |Harn-| Am- Amino-| Peptid- 
re ai P Fliissigkeit gabe schieden| gabe jn Harn| stoff- | moniak-| siiure- |gebundener 
| Tieres*) | in Liter | in Liter | in g | ing | ing | ing | ing N N N N 
29.—30./9. 38,9—38,3 2,20 2,04 220 | 49 0 | 588 |+ 588] 9 |) og 23 = 
30./9.— 1./10..38,6—38,4] 2,02 1,23 185 21 0 4,52 |+ 4,52] 97 |f ’ 
2 1.— 2/10. 38,4—38,2] 2,05 2,19 220 27 5,66 | 5,11 |+0,55] 85 sé sa _ 
© 2.— 3./10.39,2—38,1] 2,40 2.598) | 255 11 6,65 | 5,59 |+1,06] 83 ?, 
° 3.— 4./10. 38,9—38,3] 2,32 2.09 255 18 814 | 615 |+1,99] 84 
7 4.— §,/10. 39,1—38,2] 2,05 1,64 250 | 24 7,93 | 615 |+1,78] 85 | 
« 5.— 6./10. 39,1—39,4] 2,25 _ 20 | — 8,06 | — os 85 
OC 6.— 7./10.39,5—40,1] 2,25 2.02 250 16 8,01 | 6,01 |+2,00] 83 | . 1,98 6,58 _ 
< 7.— 8./10. 40,5—39,2 _ 1,60 _ 13 — | 541 _ 87 | 
Z 8.— 9./10.39,5—39,1] 2,35 1,81 250 17 8,15 | 602 |+213] 81 | 
: 9.—10./10.'39,7—39,9} 2,20 2,19 250 14 7,81 | 5,67 |4+-2,14] 77 | 
2 10.—11./10. 40,6—39,8] 2,30 1,82 250 16 8,30 | 6,34 |+-1,96] 80 | 
o 11.—12./10. 40,4—40,1] 2,27 1,90 250 16 8,19 | 635 | +184] 81 2,88 3,58 9,40 
-- 12.—13./10. 40,4—39,7] 2,27 1,46 250 | 19 8,26 | 6,61 +-1,65] 84 | | 
: 13.—14./10.'39,8—39,9 — | 1,90 a ae | AR | we 82 | — — 
.: 14.—15./10. 38,6—38,3] 2,20 | 1,82 250 | 22 7,88 | 692 +0,96] 83 
15.—16./10. 38,9—38,8} 225 | 1,80 250 | 22 842 | 645 |+-1,97] 79 1,93 2.76 11,21 
16.—17./10.39,1—38,4, 2,10 | 244 235 48 7,54 | 6,67 |+0,87] 81 | | 
17.—18./10.,39,6—39,9} 217 | 2025) | 240 36 7,77 | 6,24 |+1,53] 86 |) ey . 
18.19/10. 403—-39,8] 2,27 | 212%) | 250 | 42 | so1| 670 |+1,31] 81 if 286 | 458 | 10,38 


64 


*) Das Wechseln der Nahrungslésungen usw. geschah taglich um 1 Uhr. 


*) Die erste Temperatur ist abends, die zweite morgens am folgenden Tage gemessen. 
*) Ein wenig Harn (héchstens 100 ccm) ist verloren gegangen 
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an denen die Eintrépfelungsfliissigkeit in allem Wesentlichen 
dieselbe war wie oben unterm 1./10. angegeben. 

Was die Zuckerverwertung im Korper betrifft, wird man 
aus der Tabelle ersehen, dafi die Zuckermenge im Harn — 
mit Ausnahme des ersten und der drei letzten Versuchstage — 
sehr gering war, was also bedeutet, dai der Zucker so gut 
wie ganz verbrannte; von einer fortwiihrenden Ablagerung so 
grofer Mengen Zucker wie die taglich injizierte Menge kann 
natiirlich nicht die Rede sein. 

Ob das zugefiihrte Na-Acetat im Organismus verbrannt 
ist, haben wir nicht direkt ermittelt, aber die grofbe Menge 
Kohlensiiure, die fortwahrend im Harn vorhanden war, scheint 
darauf zu deuten, daf jedenfalls ein wesentlicher Teil des 
Acetates verbrannt ist. 

Betrachtet man die Zahlen der mit dem Harn ausge- 
schiedenen prozentuellen Mengen der verschiedenen N-haltigen 
Stoffe, so sieht man, dafi das Ammoniak-N an den beiden ersten 
Tagen, wo kein Stickstoff zugefiihrt wurde, 0,6°/o des Total-N 
betrug. Diese Zahl stieg an den beiden ersten Tagen nach der 
N-Zufuhr auf 1,1°/o, vom 3./10 bis 10./10. (hier fanden die Be- 
stimmungen in einer Mischung von Harn der einzelnen Tage 
statt) auf 1,98°/o und vom 10./10 bis 13./10. noch auf 2,88 °/o. 
Es zeigt sich also, daB die in Prozenten von Total-N ausge- 
driickte Ammoniakmenge zunimmt, wihrend die Ammoniak- 
menge im Harn fortwaéhrend gering ist. 

Die Menge der Aminoséuren nimmt recht bedeutend zu, 
von 2,3 bis auf 6,58; tbrigens zeigt der Versuch, das die 
Hauptmasse der zugefiihrten Aminoséuren in Harnstoff umge- 
wandelt ist. 

Die Menge von peptidgebundenem N wurde gegen Schlub 
des Versuches in 3 Versuchsperioden bestimmt und betrigt, 
wie aus der Tabelle ersichtlich, ca. 10°/o; dies deutet darauf, 
daf ein Teil der injizierten Polypeptide, ohne verwertet zu 
werden, durch den Organismus passiert. 

Vergleicht man die Zahlen von «<injiziertem N» mit den 
Zahlen der mit dem Harn ausgeschiedenen N-Menge, so zeigt 
es sich, daB — vom N-Verlust durch den Darm abgesehen — 

25* 
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eine Stickstoffretention stattgefunden hat. Um entscheiden zu 
koénnen, ob diese Retention tatséchlich besteht, miissen wir 
vom N-Verlust durch den Darm etwas wissen. Wie erwihnt, 
ist es waihrend der ersten Tage nicht mdglich, sich von diesem 
Verlust einen Begriff zu bilden, da die ausgeschiedenen Ex- 
kremente von der vor dem Versuch aufgenommenen Nahrung 
herrthren. 

Die Untersuchung der sparsamen Darmentleerungen vom 
10./10. und den folgenden Tagen ergibt folgenden N-Verlust: 
Rechnen wir also mit einem 
Tag N in den Faeces  tiaglichen N-Verlust von 0,1 g, so 
: mu also von den in der Tabelle 
10.—11. Okt. | oe aufgefiihrten Zahlen des N-Absatzes 

















11.12. » | 0,16 0,1 abgezogen werden, was fiir die 
¢ ‘ 
12.—13. >» 0,09 aus dem Versuche zu folgernden 
ome I 0,06 Schliisse ohne Belang sein wird. 
14. . ae 0,06 Ubrigens soll aus dem Versuchs- 
15.—16. > | 0,23 rotokoll noch folgendes angefiihrt 
6.—17 | 0,02 a : ; 
16.—17. » | ‘aia werden: 7./10. 10 Uhr abends war 
7 atl 9 
17.—18. | 0,02 der Verband am Halse na ge- 
= > | | 
18.—19. > | 9,07 Ss worden. Der Verband wurde ent- 
Im Mittel = 0,1 fernt. Die Vene war stark throm- 


bosiert, weshalb die Kanitile herausgenommen und darauf in 
die rechte Vena jugularis eingeftihrt wurde. Am 10./10. 8 Uhr 
abends stockte der Einlauf. Die Kaniile wurde herausgenommen, 
einige Thromben aus der Vene entfernt und die Kanitile wieder 
eingelegt. 

13./10. Im Laufe der Nacht war die Kaniile undicht ge- 
worden, so daf ein Teil der Eintrdpfelungsfliissigkeit in den 
Verband ausgesickert war. Am 14./10. 11 Uhr vorm. wurde 
die Kantile herausgenommen. Das Peritoneum wurde unmittel- 
bar unter dem Rippenbogen an der linken Seite dicht neben 
der Columna gedffnet; die beiden untersten Rippen wurden 
durchgeschnitten,, wodurch die Pleura gedffnet wurde. Die 
Milz, die bei der Ziege straff angeheftet ist, wurde mit den 
Fingern abgelést und durch die Schnitt6ffnung herausgefiihrt. 
Die Vena lienalis wurde frei prapariert, und es wurde eine 
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Glaskaniile eingefiihrt, wonach die Milz entfernt wurde. Darauf 
wurden das Peritoneum und die Haut mit Seidensuturen ge- 
schlossen und die Injektion um 12 Uhr wieder eingeleitet. 

Vor der Einfiihrung der Kaniile in die Milzvene wurde 
das Tier gewogen; das Gewicht betrug 15,6 kg; vom Anfang 
des Versuches an hatte das Korpergewicht also um 100 g zu- 
genommen. Dazu ist jedoch zu bemerken, dali die Gewichts- 
zunahme relativ hdéher anzusetzen ist, da das Tier, indem es 
in den ersten Tagen eine bedeutende Menge Exkremente aus- 
schied, einen Gewichtsverlust erlitten hat, der mit Verlust an 
Gewebe nichts zu schaffen hat. 

Wie oben erwahnt, wurde zur Injektion verdautes Ziegen- 
fleisch benutzt. Da dies gegen Ende des Versuches ausging, 
wurde an den beiden letzten Tagen Kalbfleisch benutzt. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich, bewirkte dies keine Verénderung 
der Stickstoffablagerung im Korper. 

Auch andere Versuche mit Ziegen, wo wir verdautes 
Kalbfleisch benutzten, zeigen, dafs verdautes Fleisch einer 
anderen Tierart imstande ist, eine reichliche N-Ablagerung im 
Organismus zu bewirken. 

Wie aus den angefiihrten Zahlen der Rektaltemperatur 
ersichtlich, wird diese in der Regel sinken, so oft die Kaniile ent- 
fernt und in eine neue Vene eingefiihrt wird. Es liegt daher 
nahe, anzunehmen, daf anderseits die Temperatursteigerung mit 
Vorgiangen in den gebildeten Thromben in Verbindung steht. 

Das Tier starb am 19./10. 4 Uhr nachm. Die Sektion 
ergab nichts Abnormes in den Lungen und der Leber. Die 
Kaniile in der Milzvene lag gut, und es fanden sich in der 
Vene keine Thromben. Dagegen ging von der Vena jugularis 
dextra eine machtige Thrombenmasse aus, die ganze Vena 
cava sup. fiillend. Der Thrombus endigte unten am rechten 
Atrium. Die Intima hatte hier normales Aussehen. 

Aus den angefiihrten Versuchen') geht also hervor, dab 


*) Aufer Versuchen mit Ziegenbécken stellten wir 2 Versuche mit 
Hunden an. Diese Versuche dauerten 5 Tage; da starben die Tiere. 
Wahrend der letzten 4 Tage wurde verdautes Hundefleisch und Trauben- 
zucker injiziert und die N-Ablagerung war sehr bedeutend (von 1,6—4 g 
taglich), 
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es mOglich ist, durch intravenése Injektion nicht nur ein N-Gleich- 
gewicht, sondern auch langere Zeit hindurch eine N-Ablagerung 
hervorzubringen. Man ist daher berechtigt, zu schlieBen, daf 
die Darmwand fiir die Proteinsynthese von keiner Bedeutung 
ist. Dagegen laft der Versuch nicht ersehen, wo die Synthese 
stattfindet, ob die Mitwirkung der Leber erforderlich ist, oder 
ob alle Gewebe imstande sind, die einzelnen Aminoséuren zu 
Proteinen zusammenzukniipfen. 

Auber zur Entscheidung der Frage von der Bedeutung 
des Darmes fiir die Proteinsynthese wird die von uns ange- 
gebene Methode zur Loésung vieler anderer wichtigen Fragen 
in betreff des N-Umsatzes im Organismus benutzt werden 
kénnen. Es wird zurzeit eine sehr lebhafte Diskussion dariiber 
gefiihrt, inwiefern Stoffe wie essigsaures Ammoniak oder Harn- 
stoff imstande sind, das N-Gleichgewicht aufrecht zu erhalten. 
Namentlich die neuesten Versuche von Grafe!) deuten darauf, 
dali Schweine bei Fiitterung mit Harnstoff als einziger Stick- 
stoffquelle in N-Gleichgewicht kommen k6énnen. Nur in geringem 
Mabe ist bei solchen Fitterungsversuchen die Frage von der 
Bedeutung der Darmbakterien herangezogen worden, und doch 
wissen wir von Versuchen mit Wiederkéuern, welch grole 
Rolle eben die Darmflora fiir den Aufbau von «Pflanzenamiden» 
zu Protein spielt. | 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB man durch intravenése 
Injektionen von Harnstoff oder von Ammoniumacetet imstande 
sein wird, zu entscheiden, ob die Wirkung dieser Stoffe im 
Organismus auf einem Einflu8 von den Bakterien im Darm- 
kanal beruht, oder ob wirklich die Zellen des Organismus im- 
stande sind, den Stickstoff des Harnstoffs auszunutzen, was 
a priori im héchsten Grade unwahrscheinlich ist. Wir hoffen 
in nachster Zukunft die Resultate einiger Versuche hieriiber 
mitteilen zu koOnnen. 

Aber auch auf anderen Gebieten wird die angewandte 
Versuchstechnik zu wichtigen Aufschliissen fiihren k6nnen, 
z. B. iiber das Verhalten des Kreatins und Kreatinins im Korper, 
das Verhalten der Harnsiure usw. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 347 (1913). 
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Resumé. 


1. Es wird eine Methode angegeben, bei der es méglich 
ist, Tiere liingere Zeit durch intravenése Injektion von Nahrungs- 
stoffen zu erniihren. So ist es mit dieser Methode gelungen, 
einen Ziegenbock tagelang durch fortwiihrende Injektion am 
Leben zu erhalten. 

2. Mit der angegebenen Methode ist es gelungen, durch 
Injektion von fast vollstindig abgebautem Fleisch (ca. 15°/o 
peptidgebundenem Stickstoff) + Glukose, Na-Acetat und Salzen 
eine bedeutende N-Ablagerung zu erzielen. 

3. Es mu8 als durch diese Versuche erwiesen betrachtet 
werden, dafi die Proteinsynthese im Organismus stattfinden 
kann, ohne dafi das abgebaute Protein das Darmepithel zu 
passieren braucht. 











Uber eine Nucleinsaure aus der Pankreasdriise. 


I. Mitteilung. 
Von 


R. Feulgen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1913.) 


Unsere Kenntnisse tiber die Zusammensetzung und den 
Bau der echten Nucleinsiiuren sind hauptsiéchlich an Substanzen 
gewonnen worden, die aus den Kernen der Thymusdriise vom 
Kalb oder aus den Képfen von Fischspermien erhalten werden. 
Die Griinde hierfiir liegen einmal darin, daB aus diesen Organen 
die Nucleinsiiure in guten Ausbeuten erhalten wird, und zweitens 
darin, dafi keine anderen Substanzen, die der Gruppe der 
Nucleinséuren zuzurechnen wiren, bisher aus ihnen isoliert 
worden sind. 

Bei anderen Organen, wie Leber, Milz, Pankreas usw. 
liegen die Verhiltnisse komplizierter; hier sind die Ausbeuten 
an KOorpern, die der echten Nucleinsdure gleichen, verschwindend 
klein, und tiberdies besteht immer die Moglichkeit, daf die 
endlich erhaltenen Produkte noch mit anderen, daneben vorkom- 
menden Substanzen der Nucleinsduregruppe verunreinigt sind. 

Am auffallendsten sind diese Verhiltnisse bei den Nuc- 
leinsiuren der Pankreasdriise. Die Angabe Bangs, dab 
hier eine der echten Nucleinsaure nahestehende, aber von ihr 
verschiedene Substanz, die Guanylsaure, vorkommen sollte, 
war, besonders seitdem A. Neumann!) und P. A. Levene?) 
Mitteilungen iiber eine «Thymonucleinsiure» im Pankreas ge- 
macht hatten, von manchen Forschern angezweifelt worden; 


') Arch. Physiol., 1899, Suppl.-Bd. S. 555. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 540; Bd. 37, S. 402; Bd. 43, S. 199. 
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es herrschte eine groBe Verwirrung, die erst beseitigt wurde, 
als H. Steudel') darauf aufmerksam gemacht hatte, dab 
neben der Guanylsdure auch eine zur Gruppe der echten 
Nucleinsaure gehérige Substanz in der Pankreasdriise vorkommt. 

Eine genauere Charakteristik dieses K6rpers als echte 
Nucleinsiiure, so wie sie heute verlangt werden muf, ist aber 
noch nicht erfolgt. Zwar hat Levene in der nach seiner 
Methode isolierten Pankreasnucleinséure siimtliche Spalt- 
produkte gefunden, wie sie auch aus der echten Nucleinsiure 
erhalten werden; seine Analysenwerte*) stimmen jedoch bei 
den Verhiiltnissen N: P nicht mit den fiir eine echte Nuclein- 
siure geforderten Daten tiberein. So hat er in seinen Prii- 
paraten ein Verhiiltnis N: P gefunden, das zwischen 1,85 und 
2.00 schwankt, wiéhrend bei der echten Nucleinsiiure ein Ver- 
hiltnis N:P = 1,70 verlangt wird. 

Zur genaueren Untersuchung der Pankreasnucleinsiure 
stand mir in unserem Institute ein reiches Ausgangsmaterial 
zur Verfiigung. Es waren namlich schon seit Jahren die nach 
der Verarbeitung der Pankreasdriisen auf das Nucleoproteid 
nach Hammarsten verbleibenden Riickstande von anniihernd 
1000 Driisen jedesmal nach dem Neumannschen Verfahren 
verarbeitet worden. Die gesammelten Alkoholniederschlage 
muBten also — neben Resten der Guanylsiure — auch die 
Nucleinsiiure enthalten. Uber das Verfahren der Reindarstel- 
lung derselben werde ich, da voraussichtlich bei den mannig- 
fach sich ergebenden Schwierigkeiten eine Anderung in dem 
einen oder anderen Punkte als notwendig sich erweisen wird, 
spiter berichten. Weil aber der von mir isolierte K6rper sich 
in mehreren wesentlichen Punkten von der aus der Thymus- 
driise gewonnenen echten Nucleinséure unterscheidet, so soll 
auf diese Unterschiede schon jetzt eingegangen werden. 

Zuniachst ist das Verhalten der Pankreasnucleinsiiure zu 
Krystallviolett ein ganz anderes wie das der echten Nuclein- 
saure. Ich habe gezeigt,*) daf das nucleinsaure Krystallviolett 


') Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 539. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 540. 
°) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 320. 
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in methylalkoholischer Lo6sung sehr leicht etwa die Halfte 
seines Farbbasengehaltes unter Bildung eines sauren Salzes 
abgibt, sodafi man mit Hilfe der nachfolgenden Amylalkohol- 
fillung einen Korper von ganz anderen Eigenschaften und ganz 
anderer Zusammensetzung bekommt. Vor der Amylalkohol- 
fillung lag ganz zweifellos ein neutrales Salz der vier- 
basischen echten Nucleinséure vor. Dies geht sowohl aus 
den Analysenzahlen als auch aus der Menge der in dem Salze 
enthaltenen Farbbase hervor, die sich mit Alkali, weil in Wasser 
unléslich, leicht in fester Form abscheiden und wiigen 1aBt. 
Nach der Lésung des Farbnucleinates im Methylalkohol und 
Fiillung mit Amylalkohol war jedoch, wie sich aus zwei ge- 
trennt dargestellten Priiparaten ergab, das vorher auf das 
neutrale Salz stimmende Verhaltnis N:P von 3,05 auf durch- 
schnittlich 2,4 herabgesunken; auferdem enthielt das derart 
umgefiillte Nucleinat nicht mehr wie vorher ca. 50°/o Farb- 
base, sondern nur noch 20—30°/o. Dem Austritte der Halfte 
des Farbbasengehaltes entsprechend dnderten sich auch die 
diufberen Eigenschaften des umgefallten Kérpers. Das urspriing- 
liche neutrale vierbasische Farbnucleinat war grobkornig, sehr 
hart und zeigte die Oberflichenfarbe des Krystallvioletts 
(griinlich); das durch Umfiillung aus methylalkoholischer Lo6sung 
erhaltene saure Salz hingegen war duferst leicht und locker, 
sowie miihlos zu feinstem Pulver zerdriickbar. Seine Farbe 
war im Gegensatze zu dem neutralen Salze nicht griinlich, 
sondern prachtig blau-violett. Dieser Koérper léste sich 
dann nicht mehr in absolutem Methylalkohol. 

Wurde nun in ganz der gleichen Weise das analoge 
Farbsalz der Pankreasnucleinsiéure gebildet, in Methylalkohol 
gelist und mit Amylalkohol wieder gefallt, so wurde éine 
Substanz erhalten, die sich weder hinsichtlich der Analysen- 
werte noch in ihrem duferen Verhalten von dem _ neutralen 
Salze vor der Fiillung unterschied. Der umgefallte Korper war 
ebenso griin gefiirbt wie vorher, er l6ste sich auch nach der 
Amylalkoholfallung wieder mit Leichtigkeit in Methylakohol 
zu einer tiefblauen F'arblésung restlos auf; und dieses Auflésen 
und Wiederausfillen konnte — im Gegensatze zu dem Farb- 
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salze der echten Nucleinsiiure — beliebig oft wiederholt werden. 
Das ermittelte Verhiltnis N:P zeigte keinen Abfall wie bei 
dem Farbsalze der echten Nucleinsiure, und endlich enthielt 
der umgefillte Korper ebensoviel Farbbase — nimlich etwa 
50°/o — wie vorher. 


Pankreasnucleinat. Priiparat I. 


A. Vor der Auflésung (nicht analysiert). 
B. Nach der Amylalkoholfallung. 
1. N = 12,76°Jo 
2. P 4,26%/o ; Mittel = 4,24°/o 
a. P 4,220 )9 | 
N:P = 2,90. 





Pankreasnucleinat. Priaparat IL. 


A. Vor der Auflésung. 





4. N = 10,93°/o 
5. P = 3,46°%o ¢ Mittel = 3,45°/o 
6. P = 3,43°%,e 
N:P = 917%. 
B. Nach der Amylalkoholfiallung. 
7. N = 12,10°/o 
8. P = 4,00°%o ¢ Mittel — 3,93°/o 
9 P = 387i 


N:P = 3,08. 

Diese Priparate sind lufttrocken analysiert. 

Einen weiteren Unterschied ergab das Resultat der 
Schwefelsdiurespaltung. Es standen mir zu diesem Zwecke 
etwa 27 g Pankreasnucleinséure zur Verfiigung. Von den 
Spaltungsprodukten, die auch in der echten Nucleinséure aus 
der Thymus vorkommen, konnten nur Adenin, Cytosin, Thymin, 
Lavulinsiéure und Phosphorséure in befriedigender Ausbeute 
(durchschnittlich 1—2 g) erhalten und identifiziert werden. Die 
Ausbeute an Guanin betrug indessen nur 0,2 g, wahrend theo- 
retisch etwa 2,5 g hatten erhalten werden miissen. Diese auf- 
fallende Beobachtung legte den Gedanken nahe, daf in der 
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Pankreasnucleinsiiure tiberhaupt kein Guanin vorkomme, und 
dah die geringen gefundenen Mengen lediglich von der noch 
beigemengten Guanylsdure herrihrten. Es wurde darauf von 
mir ein Verfahren ausgearbeitet, welches eine sichere Trennung 
von Nucleinséure und Guanylséure gestattet. Die an derartigen 
Priiparaten vorgenommenen Untersuchungen auf Guanin sind 
bisher stets negativ verlaufen. Da die von mir getibte Dar- 
stellungsweise der Pankreasnucleinsiiure eine sehr schonende 
ist — es wurde z. Bb. stets bei schwach alkalischer Reaktion 
im Vakuum eingedampft —, so ist eine nachtriagliche Abspal- 
tung von Guanin, wie sie ja in mineralsaurer Lisung sehr 
leicht sich vollzieht, véllig ausgeschlossen. Ich habe folgende 
Proben auf Guanin angestellt: 

1. Spaltung der Pankreasnucleinséiure mit Salpetersadure 
in der Kilte nach H. Steudel. 10 g Nucleinséure wurden mit 
20 ccm Salpetersiiure vom Sp.G. 1,2 stehen gelassen, bis 
eine Abscheidung von unlodslichen Purinnitraten nicht mehr 
stattfand. Die Nitrate wurden sodann abfiltriert, in wenig ver- 
diinnter Natronlauge gelést, mit Essigsiure angesaduert und 
darauf mit Ammoniak tibersiittigt: Es trat auch nach lingerem 
Stehen kein Niederschlag von Guanin auf. 

2. 2¢ Pankreasnucleinséure wurden mit 5°/oiger Schwefel- 
siiure durch fiinfstiindiges Kochen gespalten und die Hydrolysen- 
fliissigkeit sodann mit Ammoniak iibersittigt: Es entstand kein 
Niederschlag von Guanin, waéhrend ein solcher unter den gleichen 
Bedingungen aus echter Nucleinsiure mit Leichtigkeit erhalten 
werden konnte. 

3. 5 g Pankreasnucleinséure wurden durch fiinfstiindiges 
Kochen mit 5°/oiger Schwefelsaéure gespalten, die Aciditaét der 
Hydrolysenfliissigkeit mit Natronlauge auf etwa den vierten 
Teil zuriickgebracht und die Purine durch Digerieren der Fliissig- 
keit mit festem Silbersulfat in der Wirme niedergeschlagen. 
Nach dem Erkalten wurden die Silberpurine abfiltriert, mit 
10°/oiger Salzsiure zerlegt und das Filter samt Riickstand 
(Chlorsilber) wiederholt mit Salzsiiure ausgekocht. Die salz- 
saure Lésung der Purinchloride wurde dann zur Trockene 
gebracht, der Riickstand in Natronlauge gelést, mit Essigséure 
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schwach angesiuert und dann mit Ammoniak bis zu einem 
Gehalte von 2°/o iibersiittigt. Es entstand beim Ubersiittigen 
mit Ammoniak ein minimaler Niederschlag, der in Natronlauge 
nicht léslich war und offenbar aus Huminsubstanzen bestand. 
Er wog nur 50 mg und hatte einen Stickstoffgehalt von zirka 
8,8°/o, bestand also sicherlich nicht aus Guanin, da Guanin 
annihernd 45 °/o N enthalt. Aus der echten Nucleinsiiure konnten 
in einem Parallelversuch mit dieser Methode 0,3 g Guanin er- 
halten werden; berechnet sind 0,5 g. 

Nach diesen Untersuchungen halte ich es fiir moglich, 
daB die Pankreasnucleinsiure tiberhaupt kein Guanin enthiilt. 
Da mir aber bisher nur verhiltnismiibig bescheidene Mengen 
des kostbaren Materials zur. Verfiigung gestanden haben, von 
denen der grobte Teil zudem zur Ausarbeitung der Methoden 
verbraucht wurde, so gebe ich diese Resultate besonders in 
Anbetracht der Wichtigkeit der Frage mit Vorbehalt wieder. 

Unter der Voraussetzung, daB der ganze zum Guanin 
gehorige Komplex: Phosphorséure-Hexose-Guanin in der Pan- 
kreasnucleinsiure fehlt, wiirde sich aus dem noch verbleibenden 
Reste, entsprechend dem Vorhandensein von noch drei Atomen 
Phosphor und zehn Atomen N, ein Verhiltnis N:P = 1,51 
ergeben. Gefunden wurde von mir fiir N: P im Mittel 1,53, 
wie sich aus nachfolgenden Analysenzahlen ergibt: 

(Die Praparate sind wieder lufttrocken analysiert.) 


Priaparat I. 
— Q4.0 
os signi as Mittel = 11,05 °/o 
11. N= 11,16°/o . . R 
iis N: P = 1,52 (ber. 1,51). 
2%. P = 1,34°/o | ay. erro 
, anes ¢ meee 7.20%, 
i f= 7,15°/o f 
Praparat II. 
14. N= 12,46°/o | 
15. N = 12,480 f 
16. P= 7,97°/o | N: P = 1,50 (ber. 1,51). 
17. P= 8,00°/o | Mittel= 8,06 °/o | 
i, P= 8,22/> | 
Die Untersuchungen werden von mir fortgesetzt. 


Mittel = 12,47 °/o 
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0.2844 g 
0,1744 » 
0,1788 » 
0,3865 » 
0,2021 » 


», 0.1943 » 


(),2058 » 


. 01554 » 
. 01677 » 
. 0,2074 » 
. 0,2209 » 
. 01043 » 
3. 0,1186 » 
4. 0,2755 » 
. 0,2535 » 
16. 


0.1065 » 


. 0,1228 » 
. 0.1025 > 


lieferten 
sattigten 
lieferten 
sattigten 
lieferten 
sittigten 


Analytische Belege. 
30.8 ccm N; t = 19°, b= 


13,4 
13,6 
36,2 
12,6 
12,0 
21,8 
11,2 
11,7 
16,2 
17,6 
13,8 
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758 mm, N = 12,76 Jo 


n/e-Lauge; P== 4,26°/o (Neumann) 
» P= 422% > 
N; t = 16°, b= 759 mm, N = 10,93 °/o 
n/e-Lauge; P= 3,46°/o (Neumann) 
> P= 3,45°/o > 
N; t = 18°, b= 760mm, N = 12,10 
n/s-Lauge; P== 4,00°%/o (Neumann) 
> P= 3,87 °%o > 
n/io-Séure; N = 10,94°o (Kjeldahl) 
> N = 11,16 °/o > 
n/g-Lauge; P= 7,34°/o (Neumann) 
» P= 7,15%. > 
n/io-Séiure; N = 12,46°o (Kjeldahl) 
> N = 12,48 %o > 
n/e-Lauge; P= 7,97°%o (Neumann) 
> P= 8,00°o > 
> P= 8,22 %/o > 














Uber die Konstitution des Hamins. 
Von 
William Kiister. 


(Aus dem 3. chemischen Institut der Technischen Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. November 1913.) 


Uber die Konstitution des Hiimins hat Willstatter in 
einer an wichtigen experimentellen Ergebnissen iideraus reichen 
Arbeit vor kurzem sehr bemerkenswerte Vorstellungen ent- 
wickelt.') Hier wird direkt nachgewiesen, daf beim Ubergang 
vom Hamin zum Hamatoporphyrin Bromwasserstoffadditions- 
produkte entstehen und somit der von mir erbrachte indirekte 
Nachweis?) der Existenz von Zwischenprodukten auf die will- 
kommenste Weise bestatigt und vervollstindigt. 

In der Deutung des experimentellen Befundes und damit 
in der Formulierung der Konstitution des Himins stimmen 
indessen unsere Ansichten nicht tberein. Willstitter be- 
trachtet die erfolgende Addition von Bromwasserstoff als erste 
Phase der Loslésung des Eisens, wiihrend ich sie als eine 
nebensichliche Erscheinung in bezug auf das Eisen angesehen 
habe und noch ansehe, d. h. ich betrachte die Addition von 
Bromwasserstoff und die Losl6sung des Eisens als zwei nur 
lose miteinander verkniipfte Reaktionen, *) die durch ein und 
dasselbe Mittel bewirkt werden. 

Die Festigkeit der Bindung des Eisens im Himinmolekiil 
soll nach Willstatter dadurch bedingt sein, dafi das Metall 
mit zwei Hauptvalenzen an zwei Pyrrol-Stickstoffatome und 
mit zwei Nebenvalenzen an zwei weitere Stickstoffatome ge- 
bunden ist, von denen jedes einem Pyrrol- und einem Pyridin- 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 423 (1913). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51 (1913). 
$) vgl. S. 383. 
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ring gemeinsam ist. Bei der Addition von Bromwasserstoff soll 
der letztere aufgespalten und erst hierdurch die Bindung des 
Eisens derart gelockert werden, dai es nur noch eines kleinen 
Anstofes bedarf, um die Abtrennung vollstiindig zu machen. 

An eine derartige Verkniipfung der beiden Vorgiinge, die 
zur Bildung des Himatoporphyrins fiihren, habe ich nun in der 
Tat nicht gedacht, vielmehr eine andere Vorstellung entwickelt, 
welche die Festigkeit der Bindung des Eisens im Gefolge haben 
kann. Sie wird von Willstéatter nicht weiter erértert, auch 
einiger Versuche wird nicht gedacht, die ich vor drei Jahren 
mitgeteilt habe!) und die fiir meine Formulierung ausschlag- 
gebend waren. Die Versuche lehrten, daf 10°/oige Salzséure 
unter Druck bei 130° aus Himatin und aus De(hydrochlorid)- 
haimin das Eisen zum groften Teil entfernten, wobei Himato- 
porphyrinbildung nur in Spuren beobachtet wurde, wiéhrend 
Hiimin unter denselben Bedingungen nur einen kleinen Teil 
seines Eisens abgab, wobei jedesmal deutliche Mengen von 
Hiimatoporphyrin gebildet wurden. Nun war bekannt, daf das 
Chlor des Hiimins nicht vollstindig durch Laugen entfernt 
werden kann, was so gedeutet werden konnte, daB der ver- 
bleibende Rest des Chlors an ein quaterndres Stickstoffatom 
gekettet ist, dali das Chlor des Haimins aber weder mit dem 
Eisen allein, noch allein mit dem Stickstoff verbunden ist, 
sondern in Beziehungen zu beiden Elementen steht. Und gerade 
dadurch, dafi das Chlor seine Valenz teilt und sie teilweise 
mit basischen Stickstoffatomen des Himinmolekiils — die ich 
im Gegensatz zu Willstitter im Hamin vorgebildet annehme 
— und wieder nur teilweise mit dem Eisen ausgleicht, erlangt 
auch das Eisen die Féahigkeit, mit diesen basischen Stickstoff- 
atomen in Verbindung zu treten, wodurch es nun mit Hatpt- 
und Nebenvalenzen an alle vier Stickstoffatome des Molekiils 
verkettet und dadurch so fest gebunden ist, daf es eingreifender 
Mittel bedarf, um es herauszulésen. DaB diese dann auch den 
viel labileren organischen Teil des Molekiils alterieren, konnte 
nicht wundernehmen. Ganz anders mufte sich dieser Vor- 
stellung zufolge, welche dem Chlor eine wesentliche Kolle bei 


!) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 185 (1910). 
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der Bindung des Eisens anweist, das Hiimatin und das De- 
(hydrochlorid)himin verhalten. !) 

Die Beobachtung Willstiitters, dafi Hiimin selbst bei 
48 stiindiger Einwirkung trockenen Chlorwasserstoffs bei 110° 
nicht veriindert wird, erschien mir daher als nicht geeignet, 
einen Schlufi dahingehend zu ziehen, eine besonders geartete 
Bindung der Stickstoffatome stehe mit der Bindung des Eisens 
in einer Beziehung. Denn in diesem Falle mubten auch die 
erwiihnten chlorfreien Derivate des Hiimins, besonders das 
De(hydrochloridj)himin, das ja durch Anlagerung von Chlor- 
wasserstoff wieder in Hiimin verwandelt werden kann, dieselbe 
Resistenz gegentiber der Salzséure aufweisen. Das ist aber 
nicht der Fall: Himatin und De(hydrochlorid)himin verlieren 
auch bei der Einwirkung trockenen Chlorwasserstoffs Eisen, 
ohne dai es hierbei zu einer Bildung von Haimatoporphyrin 
kommt.?) Dieses Resultat schlieSt sich also durchaus den Be- 
obachtungen an, die wir mit wiisseriger Salzsiiure unter Druck 
eriibrigten und bereits ver6ffentlicht hatten. Und so kann ich 
im Anschlufi mitteilen, daB auch ein wesentlicher Unterschied 
zwischen Hamin und seinem Dimethylester im Verhalten gegen 
Salzsiiure besteht, der letztere verliert unter gleichen Be- 
dingungen viel mehr Eisen als das Himin selbst. Nun gibt 
meine Formulierung des Haiminmolekiils auch fiir diese Beob- 
achtung eine Auskunft, denn hier werden Beziehungen der 
Carboxyle zu den basischen Stickstoffatomen als ein Grund 
fiir die Latenz des basischen Charakters des Hiimins ange- 
nommen. Die Carboxyle und die Chlorferrigruppe sollten im 
Verein die basischen Eigenschaften intramolekular absiittigen. 
Nehmen wir an, dafi unter bestimmten Bedingungen*) das 


‘) Es sei auch darauf hingewiesen, dafi schon Hoppe-Seyler angibt, 
das Eisen des Himochromogens sei leichter entfernbar als das des Hiimatins. 
) Die entsprechenden Versuche sind nur qualitativ verfolgt worden. 
*) Es ist bereits veréffentlicht, dafs§ die Lésung eines Dimethy]l- 
haiminpraparats in Chloroform durch Hydrazin sichtbar leichter reduziert 
wird als die Lésung in Benzol, dort erfolgt also die Wegnahme des Chlors 
rascher. Anderseits wurde nach Abdestillation des Lésungsmittels aus einer 
benzolischen Lisung des Dimethylhimins eine Modifikation erhalten, die 
das Chlor fester gebunden hielt als frisch hergestelltes Dimethylhdmin. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIIL. 26 
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methylierte Carboxyl noch besser als das Carboxyl selbst ge- 
eignet ist, die basischen Stickstoffatome zu fesseln, indem eine 
betainartige Bindung eintreten kann, so folgt, daB im Dimethyl- 
ester die Bindung des Chlors an die basischen Stickstoffatome 
zuruckgedriingt sein wird, dafi das Chlor vorwiegend mit dem 
Eisen verbunden sein wird und dafi damit auch das Eisen aus 
seiner Bindung mit den basischen Stickstoffatomen verdringt 
und daher leichter abspaltbar ist 


% \ 
COOH -------- No... N COO —N—CH, n\}) 
ae a Y — 
\ pole FeC > “ Cl—Fet 
COOH ......--N.. N COO —N—CH, N 
VA Vi 


Hier wire auch daran zu erinnern, dai aus den Silber- 
salzen des Hiimatins durch Essigséure nur Eisen weggenommen 
wird, woraus gefolgert werden kann, dab das Silber am Stick- 
stoff sitzt und daB diese Bindungsart die Festigkeit der Bindung 
des Eisens lockert.?) 


om 
COO —NAg N 
U 
. HOFeC 
COO—N Ag N 
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Nach Willstatter sind im Hamin basische Stickstoff- 
atome nicht vorhanden, wenigstens formuliert er sie nicht, 4) 
sie bilden sich erst bei der Entstehung des Hamatoporphyrins 
durch eine Oxydation, wihrend eine an anderer Stelle des 
Molekiils eintretende Reduktion — Bildung einer Gruppe 
CH,OH — CH, — aus einem Oxyathylen — die Wirkung dieser 

‘) Aus der Salzsiurezahl Willstatters geht hervor, dafi das Tetra- 
methylhaimatoporphyrin schwicher basisch ist als der Dimethylather, dieser 
schwacher als der Dimethylester und dafi das Haimatoporphyrin selbst 
sich als die stirkste Base erweist. Es wire aber die umgekehrte Reihen- 
folge eher zu erwarten gewesen. Es scheint mir daher auch aus diesen 
Beobachtungen hervorzugehen, dafs namentlich im Tetramethylderivat eine 
betainartige Bindung vorliegt. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 208 (1910). 

8) Doch enthalt Willstaitters Formelbild, wie erwdhnt, einen 
Pyridinring, der vielleicht basische Eigenschaften bedingen kénnte. 
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Oxydation in bezug auf die empirische Formel kompensiert. ') 
Diese Erklirung erscheint mir gewagt,?) wenn sie auch durch 
das von Willstatter beobachtete verschiedene Verhalten der 
beiden alkoholischen Hydroxyle des Hiimatoporphyrins begriindet 
erscheint.*) Sie wird meines Erachtens nicht aufrecht erhalten 
werden kénnen, wenn es nicht gelingt, den Nachweis zu er- 
bringen, daf} wihrend irgend einer Operation bei der Herstellung 
des Haimatoporphyrins die erwiahnte Oxydation wirklich statt- 
findet. Es miifte der Luftsauerstoff einwirken, doch bewirkt 
dieser nur sehr langsam die Oxydation der Leukobase,*) denn 
ausgeschlossen ist eine oxydierende Wirkung des abgespaltenen 


) BC—C CH HC 5c 
CH=CH SN nc CH=CH | 
4 we : 
C CS ae [ CH 
c-—£¢ 
07 :7 
re | 
*, ” 2. 
H,C—C——CH HC——C— CH=: CHOH 
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*) Dakin und Dudley fanden, daf Glyoxal in Milchsaure tibergehen 
kann, daf also gleichzeitig Oxydation und Reduktion an ein und dem- 
selben Molekiil stattfand, diese Umwandlung wurde aber durch ein Enzym 
aus der Muskulatur oder aus der Leber von Hunden oder Kaninchen be- 
wirkt. Zum gleichen Resultat kam Levene mit Leukocyten. Chemisches 
Zentralblatt, 13/1, S. 1586; 13/2, S. 162. 

3) Nach meiner Formulierung kénnte sich beim Ubergang vom 
Haimin in Hamatoporphyrin eine primaire und eine sekundiare Alkohol- 
gruppe bilden. 

4) H. Fischer und H. Rése saugten durch die alkalische Lésung 
der aus 5 g Himatoporphyrin dargestellten Leukobase 4 Tage lang einen 
kraftigen er um das Himatoporphyrin wieder zu erhalten. Diese 


Zeitschrift, Bd. 88, S. 18 (1913). 
26* 
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Ferribromids, wie ich zeigen konnte!) und wie daraus hervor- 
geht, das das dem Hématoporphyrin vollkommen analoge Meso- 
porphyrin durch Einwirkung von Jodwasserstoff-Eisessig aus 
Hiimin hervorgeht. Allerdings bildet es sich auch, wie H. Fischer 
zuerst beschrieben hat, durch die bei hoher Temperatur redu- 
zierend wirkenden Alkylate, namentlich durch Kaliumathylat. 
Diese Reaktion kann nun so geleitet werden, dafi nur Reduktion 
eintritt, wihrend das Eisen im Verbande des Molekils verbleibt, 
wobei das Mesohiimin, das komplexe Eisensalz des Mesopor- 
phyrins resultiert, trotzdem auch hier nach der Formulierung 
Willstatters die «Vinylbriicken» von den Stickstoffatomen 
losgerissen sind und somit das Eisen beweglich werden sollte. 
Man k6nnte hier einwenden, dafi ja in alkalischer L6sung ge- 
arbeitet wurde, das Mesohiimin ist aber nach Zaleski das 
vollige Analogon des Himins, es lift sich aus Essigséure um- 
krystallisieren, ohne das Eisen zu verlieren. Es verhalt sich 
auch gegen verdiinnte Salzséure wie das Hamin oder vielmehr, 
es ist sogar noch viel bestiandiger als das Hamin, wie wir 
fanden.?) Und somit widerlegt das Verhalten des Mesohimins, 
in dem nach der Formulierung Willstatters die Bindungen fehlen, 
welche nach Willstiitter die feste Bindung des Eisens bewirken 
sollen, die von Willstatter entwickelten Anschauungen. °) 
Bestiitigt also das Mesohiimin selbst durch sein Verhalten 
gegen verdiinnte Salzséure die von mir gegebene Erklirung 


‘) Chem. Ber., Bd. 45, S. 1944, Anm. (1912). 

*) Ich verdanke Herrn Hans Fischer ein priachtig krystallisiertes 
Priparat von Mesohimin, mit dem wir die Untersuchungen ausfihrten, 
und michte ihm auch an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank fiir die 
freundliche Uberlassung des kostbaren Materials aussprechen. 


*) 
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Das Eisen im Hiimin. Das Eisen im Mesohimin. 
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fiir die Festigkeit der Bindung des Eisens, so zeigt doch das 
De(hydrochlorid)mesohamin eine grédfere Resistenz als das 
De(hydrochlorid)hamin, indem erst 25°/oige Salzsiure Heraus- 
nahme von etwas Eisen bewirkt, wobei natiirlich Mesoporphyrin 
entsteht. Es ist also nicht nur das Mesohimin bestindiger als 
das Himin, sondern es rangieren auch die erwihnten chlorfreien 
Derivate in derselben Reihenfolge. Danach spielen die Vinyle 
im Hiimin ebenfalls eine, die Herausnahme des Eisens fordernde 
Rolle, vielleicht nur im Sinne einer «<haptophoren» Gruppe, 
die geeignet ist, die Salzsiiure an das Molekiil zu verankern, 
so daB sie in nahe Beriihrung mit dem Eisen gelangt und so 
seine Abspaltung erleichtert, wiihrend das an Stelle der Vinyle 
Athyle enthaltende Mesohiimin fiir die Salzsiiure schwieriger 
zuginglich ist. Gegen diese Erklarung scheint zu sprechen, dal 
gerade bei der Einwirkung verdiinnter Salzsiure auf De(hydro- 
chlorid)haémin die Porphyrinbildung nur in Spuren zu beobachten 
ist, die ja bei einer Anlagerung von Chlorwasserstoff erwartet 
werden sollte. Daf sie nicht in gréBerer Menge eintritt, ver- 
hindert aber die Oxydation der Vinyle durch das abgespaltene 
Kisenchlorid, wurde doch stets der gréfere Teil des Eisens 
als Ferroion nach der Abspaltung vorgefunden, wéhrend beim 
Hiimin, aus dessen Molekil das Eisen schwieriger heraustritt, 
stets reichlichere Porphyrinbildung festgestellt werden konnte. 
Das beschriebene Verhalten des De(hydrochlorid)mesohimins 
alteriert also vorerst nicht meine dahingehende Ansicht, dal 
das Halogen auf die Festigkeit der Bindung des Eisens einen 
Kinflu® ausiibt. Denn dafi das Halogen bei Umsetzungen eines 
Hamins in bestimmten Richtungen eine wichtige Rolle spielt, 
lehrte uns das Studium des Bromhiimins, bei dem Beobach- 
tungen gemacht wurden, die sich wenigstens zum Teil auf den 
weniger ausgeprigt negativen Charakter des Broms zuriick- 
fiihren lassen. Wir werden nach Abschluf der in dieser Hin- 
sicht durchgefiihrten Arbeiten unsere Resultate ver6ffentlichen. 

Was den unsymmetrischen Bau des Mesoporphyrins be- 
trifft, den Willstitter formuliert, weil wir beim oxydativen 
Abbau bisher nur ein Molekiil Methyliithylmaleinimid erhalten 
haben, so méchte ich bemerken, daB wir bisher auch nur 
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eine Molekel Hamatinsaure bei dieser Oxydation isolieren 
konnten. Wollte man den Ausbeuten also volle Rechnung 
tragen, so miiBte auch der eine der beiden Komplexe des 
Hiimins, die bei der Oxydation Himatinsiure geben, bei der 
Bildung des Mesoporphyrins eine Umwandlung erfahren haben, 
nicht aber bei der Bildung des Himatoporphyrins, denn gerade 
dieser Kérper liefert zwei Molekiile Hiimatinsiiure in fast reinem 
Zustande bei der Oxydation. 

Ferner mochte ich darauf hinweisen, dafi das Formelbild 
Willstiétters fiir Haimin einen Komplex enthalt, der bei der 
Reduktion ein in B-Stellung nur monosubstituiertes Pyrrol liefern 
miifte. Das Auftreten eines solchen ist aber sehr zweifelhaft. 
Auch lassen die analytischen Daten m. E, eher auf eine Formel 
fiir das Himin mit C,, als auf eine solche mit C,, schliefen; 
das gilt auch fiir das Mesoporphyrin.!) Wenn Willstatter 
auch aus den Analysen fiir das Atiophyllin resp. Atioporphyrin 
berechtigt ist, fiir diesen KOrper eine Formel mit C,, aufzu- 
stellen, so méchte ich doch nicht mit Willstatter schlieBen, 
dafi aus diesem Grunde nun auch die Stammsubstanzen nur 
33 Kohlenstoffatome besitzen miissen. Ist es doch wohl nicht 
ganz ausgeschlossen, daf erst bei der Herstellung des Atio- 
phyllins, die durch Erhitzen mit Natronkalk bewirkt wird, ein 
Kohlenstoffatom eliminiert wird. Und so kann ich mich auch 
nicht der Bezeichnung des Atioporphyrins als einer «Stamm- 
substanz» anschlieBen. Erfolgt doch nach Willstaétters Formu- 
lierung eine Umlagerung, wenn Hiimin in Hématoporphyrin und 
in Mesoporphyrin tibergeht und dann erst die Abspaltung von 
Kohlendioxyd, die zum Atioporphyrin fiihrt. Das letztere ist 
also ein Kunstprodukt von grofer Bedeutung als gemeinsames 
Abbauprodukt einerseits des Hiimins, anderseits des Chloro- 
phylls. Der Name «Stammsubstanz» aber sollte fiir den Kérper 
reserviert bleiben, aus dem sich beide Farbstoffe auf natiir- 
lichem Wege bilden kénnen, denn ich bin mit Nencki der 
Meinung, daf sich in der Tat fiir beide eine gemeinsame 
Abstammung wird herleiten lassen. 


t) Vel. z. B. auch die letzten Analysen von H. Fischer und 
H. Rise, Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 9 (1913). 
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Was mein Formelbild betrifft, das Willstatters Be- 
denken wegen des in ihm enthaltenen Ringes von 16 Gliedern 
herausgefordert hat, so méchte ich erstens darauf hinweisen, 
daf im Bilde des H&émins wenigstens der 16gliedrige Ring 
durch das zentrale Eisenatom in 4 sechsgliedrige Ringe zer- 
fallt, wahrend im Himatoporphyrin allerdings der beanstandete 
Ring erscheint, der nun vielleicht gerade die Unbestiindigkeit 
des letzteren gegeniiber dem sehr stabilen Bau des Hiimins 
erkliren k6nnte. Spricht doch auch die Existenz des von 
H. Fischer und H, Rose _ hergestellten Tetrachlormesopor- 
phyrins!) fiir das Vorhandensein von 4 die Pyrrolkomplexe 
verbindenden Methinen, wie ich sie angenommen habe, unter 
der Voraussetzung, dab die Substitution symmetrisch erfolgt 
ist. Zweitens michte ich Willstitter auf seinen in Breslau 
gehaltenen Vortrag hinweisen, in dem er ausgefiihrt hat, dab 
die menschliche Phantasie zu arm gewesen ist, um Atomgrup- 
pierungen zu erfinden, wie sie in den Naturgebilden entdeckt 
worden sind.?) Mir erscheint wenigstens dieser Ausspruch in 
einem gewissen Widerspruch mit dem Diktum zu stehen, wo- 
nach ein 16gliedriger Ring unwahrscheinlich ist. Drittens sei 
aber darauf hingewiesen, dai P. Ruggli*) unlangst einen, wenn 
auch anders gearteten 16gliedrigen Ring auf synthetischem 
Wege erhalten hat. 

Auf einige andere Differenzen werde ich zuriickkommen, 
sobald die durch Willstatters Resultate angeregten experi- 
mentellen Untersuchungen abgeschlossen worden sind. 


Experimenteller Teil. 


Die unter I beschriebenen Versuche sind schon vor einigen 
Jahren ausgefiihrt worden im AnschlufB an die im 66. Band 
dieser Zeitschrift beschriebenen und dann zu dem Zweck, die 
eisenfreie Muttersubstanz des Hiimatins zu gewinnen. Sie fiihrten 
in letzterer Hinsicht nicht zum Ziele. Salzsiiure allein erwies 
sich durch das abgespaltene Ferrichlorid als ein Oxydations- 


') Chem. Ber., Bd. 46, S. 2460 (1913), 
*) Zeitschr. f. angw. Chemie 1913, S. 641. 
8) Liebigs Annal., Bd. 399, S. 174. 
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mittel fiir das Himatin; ein wenig Jodwasserstoff haltende 
Salzsiiure spaltete aus Dimethylhiimin das Eisen bis auf 1°/o 
ab. Die erhaltene Substanz gab zwar bei der Analyse Werte, 
die fast Ubereinstimmung zeigten mit den fiir die Muttersub- 
stanz des Hiimatins C,,H,,0,N, berechneten, léste sich aber 
nicht in Natronlauge, woraus hervorgeht, da® die Carboxyle 
eine Umwandlung erfahren hatten, wahrscheinlich darin be- 
stehend, dafi Lactambindung eingetreten war, deren Wirkung 
in bezug auf die empirische Formel durch Wasseraufnahme 
an anderer Stelle des Molekiils ausgeglichen wurde. Jodwasser- 
stoff haltende 25°/oige Salzsiure nahm aus Dimethylhimin das 
gesamte Eisen heraus, die erhaltene Substanz erwies sich 
aber als jodhaltig. Unter gleichen Bedingungen nahm Hiématin 
iiber 10°/o Jod auf. Endlich fiihrte die Einwirkung von Oxal- 
siiure zu einem sehr eisenarmen Korper, der aber ebenfalls 
nicht mehr in Alkalien l6éslich war. 

I.1) 1,031 g Dimethylhamin wurden mit 10 ccm 10°/oiger 
Salzsiiure und einem Tropfen Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 
1,96) in eine Réhre geschlossen und 14 Stunden in einer 
Magnesiumchloridlésung auf 115° erhitzt.1) Die Flissigkeit zeigte 
danach schwache Porphyrinfarbe und enthielt 0,0890 g Fe,0,, 
d. h. es waren 73,56°/o des vorhandenen Eisens abgespalten. 
Bei der wiederholten Einwirkung von 20 ccm 10°/oiger Salz- 
siiure, die 5 Tropfen Jodwasserstoffsiure enthielten, wurden 
in 10 Stunden noch 0,0246 g Fe,O, oder 20,33°/o des Eisens 
abgespalten, wiéhrend sehr deutliche Porphyrinbildung statt- 
gefunden hatte. Danach waren 0,9 g einer Substanz noch vor- 
handen, die an Salzsdure kein Porphyrin, an Alkohol kein Jod 
oder jodhaltige organische Substanz abgab, und die in Natron- 
lauge auch beim Erwirmen nicht léslich war. 

0,1385 g (bei 120° getrocknet) gaben 0,0020 g AgCl (Carius), 
AgJ war nicht vorhanden. 
0.1445 g gaben 0,3756 g CO, und 0,0797 g H,O und 0,0019 Fe,0, 
(= 0,92°/o Fe). 
C,,H,,H,O,. Ber.: 72,6 %/o C  Gef.: 71,54°%/o C\ auf aschefreie Substanz 
6,05°%/o H 6,14°Jo Hf berechnet. 


‘) Bei 106° wurde nur sehr wenig Eisen fortgenommen. 
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2. 2g Dimethylhimin wurden mit 30 ccm 25°/oiger Salz- 
siure und 2 Tropfen Jodwasserstoffsiure in eine Rohre ge- 
schlossen und drei. Tage im Kochsalzbade erwiarmt. Danach 
war der Inhalt der ROhre schwach rotlich gefirbt und ent- 
hielt 0,1372 g Fe geldst (gef. 0,1960 g Fe,Q,).?) 

Eine wiederholte Behandlung lieferte noch 0,02429 g Fe 
(gef. 0,0347 Fe,0,), so daB 83,6°/o +- 14,8°/o = 98,4°/o des 
vorhandenen Eisens abgespalten waren. 

Die restierende Substanz léste sich in warmer Natron- 
lauge, sowie zum gréften Teil in konzentrierter Essigsiiure auf, 
enthielt noch 0,67°/o CH,, sowie 0,25 °/o Chlor und 5,05 °/o Jod, 
trotzdem mit Alkohol behandelt worden war, bis nur noch Spuren 
von Jod neben anscheinend viel gebundenes Jod haltender 
organischer Substanz herausgelOst wurden. 

0,2876 g Substanz (120°) gaben 0,030 g AgJ (Zeisel). 
01531 » > (120°) » 0,0016g AgCl und 0,0143 g AgJ (Carius). 

3. Ein unter gleichen Bedingungen behandeltes De(hydro- 
chlorid)hamatin erwies sich als eisenfrei geworden, enthielt 
aber 0,59°/o Chlor und 10,03°/o Jod chemisch gebunden. 

0,1938 g Substanz (120°): 0,0046 g AgCl und 0,0368 g AgJ (Carius). 

Bei einem zweiten Versuch wurde ein Praparat mit 0,18°/o 
Chlor und 10,24°/o Jod erhalten: 

0,1535 g Substanz (120°): 0,0011 g AgCl und 0,0291 g AgJ, kein Eisen 
(Carius). 

4, 1,4782 g Himatin wurden mit 6 g Oxalséiure und 25 ccm 
Wasser in eine Rohre geschlossen und 2 Stunden auf 120°, 
nach dem Ablassen der Gase noch 8!/2 Stunden auf 120° und 
8 Stunden auf 90° erhitzt, wonach 0,1722 g Fe,0, abgespalten 
waren oder 98,6°/o des vorhandenen Eisens. 

Das erhaltene Produkt (1,25 g) war unldslich in wiisserigen 
Alkalien, beim Erwiirmen mit alkoholischer Lauge trat all- 
mihlich Lésung ein. 

0,2658 g Substanz gaben 0,0030 g Fe,0, = 0,79°/o Fe. 
0,1737 » > = 0,1723 g eisenfreie Substanz gaben 0,4378 g CO, 
und 0,0902 g H,O = 69,3°o C und 5.2% H.*) 


") Die Réhre hatte ziemlich viel Zink abgegeben, so daf das Eisen- 
hydroxyl mehrmals umgefallt werden muBte. 
*) Dieser Versuch ist von Herrn Dr. W. Spack ausgefiihrt worden. 
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Il. Versuche mit Mesohaémin. 

1. a) 0,4265 g wurden mit 4 cem 10°/oiger Salzséure in 
ein Rohr geschlossen und 3 Stunden auf 120° erhitzt. 

b) 0,425 g mit 4 ccm 10°/oiger Salzsiure 6 Stunden 
auf 138°. 

c) 0,3855 mit 10 ecem 10°%/oiger Salzsiure 4 Stunden 
auf 140°. 

Es fanden sich in jedem Falle nur Spuren von Eisen als. 
abgespalten vor, bei b) z. B. 0,0006 g Fe,Og. 

2. Daneben wurde Hamatin unter gleichen Bedingungen 
gehalten. 

Bei b) 0,668 g mit 5 cem 10°;oiger HCl, wonach 0,0365 FeO, 
oder 43,2°/o des Eisens abgespalten waren. 

Bei c) 0,5475 g der Substanz aus Versuch b), also mit 
5,03°/o Fe, mit 10 ccm 10°/oiger Salzséure, wonach 0,0178 g 
Fe,0, = 0,01146 Fe oder 40,0°/o des noch vorhandenen Eisens 
abgespalten waren. 

Die restierende Substanz war in methylalkoholischer 
Schwefelsiiure nicht léslich, enthielt also kein unverindertes 
Hiimatin, sie war auch in wasserigen Laugen nicht loslich, 
dagegen allméhlich beim Erwérmen mit alkoholischer Lauge. 


0,1702 g Substanz (110°): 0.4238 g CO,, 0,0850 g H,O, 0,0062 g Fe,0, 
= 2,55°/o Fe. 


Auf eisenfreie Substanz berechnet: 69,67°/o C und 5,7°%/o H. 

Das Mesohimin wurde nunmehr durch Anilin in das 
De(hydrochlorid)mesohiimin tibergefiihrt. 

a) 0,3107 g wurden mit 7 ccm 10°/oiger HCl 6 Stunden 
auf 130—140° erhitzt, wonach nur Spuren von Eisen ab- 
gespalten waren. ') 

b) Etwa 0,3 g wurden mit 10 cem 25°/oiger HCl 6 Stunden 
auf 140° erhitzt, wonach geringe Mesoporphyrinbildung ein- 
getreten war. 

An den beschriebenen Versuchen hat sich mein Assistent 


Herr Karl Reihling beteiligt. 
Stuttgart, am 9. November 1913. 


‘) Das De(hydrochlorid)mesohimatin wird unter denselben Be- 
dingungen starker angegriffen. 











Beitrage zur Kenntnis der Art der Stickstoffretentionen 
bei Fiitterung von Ammoniaksalzen und Harnstoff. 


Von 


E. Grafe. 


(Aus der medizinischen Klinik Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11, November, 1913.) 


Wiihrend iiber die Tatsache, daf sich durch Fiitterung 
von Ammoniaksalzen sehr erhebliche Stickstoffansatze gegen- 
iiber der gleichen Ernahrungsart ohne diese Zulage erzielen 
lassen, bei allen Untersuchern Ubereinstimmung besteht,') ist 
die Frage, in welchem Sinne diese N-Retentionen zu deuten sind, 
noch immer nicht entschieden. Zweifellos wird in einzelnen Ver- 
suchen ein Teil des retinierten Stickstoffs in den ersten Tagen 
der Nachperiode wieder ausgeschieden, aber eben so sicher 
ist auch, daf die Hauptmenge anscheinend dauernd retiniert 
wird, und dafi in anderen Versuchen eine sekundére Aus- 
schwemmung iiberhaupt nicht stattfindet. 

Fiir die Art der N-Retentionen kommen in erster Linie 
wohl folgende MOoglichkeiten in Beiracht: 

1. Ammoniak wird als solches zuriickgehalten; 

2. das Ammoniak geht in andere nicht eiweifartige Ver- 
bindungen irgend welcher Art iiber und wird so gestapelt: 

3. das Ammoniak bewirkt in irgend einer Weise eine 
Ersparung von KOrpereiwei8. 

Schon in meiner zweiten Mitteilung iiber den in Frage 


‘) Die von mir und Schlapfer (diese Zeitschr., Bd. 77, S. 1) und 
unabhangig von uns von Abderhalden (ebenda, Bd. 78, S. 1) gefundene 
und von uns beiden in Bd. 78 bis 86 weiter studierte Tatsache ist kiirzlich 
von Taylor und Ringer (The Journal of Biolog. Chemistry, Bd. 14, S. 407), 
sowie Underhill und Goldschmidt (ebenda, Bd. 15, S. 341) bestatigt 
worden. Auf die abweichenden Befunde der letzteren Autoren beziiglich der 
N-Retentionen mit anorganischen NH,-Salzen gehe ich demnichst ein. 
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stehenden Gegenstand') versuchte ich durch einen 93tagigen 
Versuch am Hund hier eine Entscheidung zu treffen. Es 
berechnete sich eine dauernde N-Retention gegeniiber der 
gleichen Nahrung ohne Ammoncitrat von ca. 30 g, oder wenn 
man die infolge sehr schlechter Diurese unsichere IV. Haupt- 
periode fortlaft, von ca. 26 g N. Dieser Wert war so hoch, 
daf er die Annahme einer einfachen Retention recht unwahr- 
scheinlich machte. 

Auch die Annahme, daf keine Eiweifersparnis einge- 
treten war, fiihrte zu ungewohnlich groBen Zahlen des Proto- 
plasmaverlustes, wie sie kaum mit dem Leben noch vereinbar 
wiren. Die Uberzeugungskraft dieses Argumentes muB aller- 
dings erheblich geringer gewertet werden, nachdem inzwischen 
Howe, Mattel und Hawk?) tiber einen Hund berichtet haben, 
der 117 Tage hungern konnte. So konnte der Versuch bei 
Daisy nur mit einer groBen Wahrscheinlichkeit, aber nicht 
entscheidend fiir eine Eiweifersparnis verwandt werden. 

Demnach mufte die Méglichkeit, daB eine einfache Re- 
tention vorlag, so schwer sie auch verstiéndlich war, nach wie 
vor offen bleiben. *) 

Ich versuchte nun auf dreifachem Wege, die Frage nach 
der Art der N-Retentionen einer Entscheidung zuzufihren. 

1. Einmal lieB sich aus dem Verhalten der Schwefelbilanz 
bei Fiitterung von Ammoniaksalzen ersehen, ob eine Schwefel- 
ersparnis mit der N-Retention Hand in Hand ging oder nicht. 
War es der Fall, so sprach das auferordentlich fiir eine Ei- 
weiersparnis. 

2. Konnte man untersuchen, ob ein mit Ammoniak oder 
Harnstoff gefiittertes Tier langer am Leben blieb als ein anderes 
von gleicher Art und sonst gleicher Ernahrung. : 

3. Konnte eine lange Ausdehnung von Versuchen, in 
denen mit kleinen, unterhalb der Abnutzungsquote gelegenen 
Eiweibgaben bei gleichzeitiger Fiitterung von Ammoniaksalzen 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 485 u. ffg., 1912. 

*) Journal of Biolog. Chemistr., Bd. 9, S. 103 u. ffg., 1912. 

*) Vgl. auch Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 95, 1912, 
sowie Grafe, Diese Zeitschrift, ders. Bd., S. 347, 1912. 
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oder Harnstoff positive Stickstoffbilanzen erzielt wurden, wert- 
volle Aufschliisse iiber den Charakter des retinierten Stick- 


stoffs bringen. 
Den ersten Weg beschritt auf meine Veranlassung 


H. Rosenberg.') 

Die Durchfiihrung des 2. Verfahrens stieS auf sehr grofe 
Schwierigkeiten, soda8 hier eindeutige Resultate bisher nicht 
gewonnen werden konnten. Ein hierher gehoriger Doppel- 
versuch soll am Schlu8B der Arbeit besprochen werden. 

Als am zweckmaBigsten erwies sich die 3. Methode, die 
ich schon in einer friiheren Mitteilung?) angewendet hatte. 

Die dort ver6ffentlichten Versuchsreihen sind fiir die vor- 
liegende Frage jedoch noch nicht ganz beweisend, da eine 
Reihe von Einwénden denkbar ist. 

Wenn auch auf die Frage, ob es médglich ist, mit Ei- 
weiBmengen unterhalb der Abnutzungsquote, durch geeignete 
Zulagen von Ammoniaksalzen und Harnstoff dauernde Stick- 
stoffretentionen zu erzielen, eindeutig im positiven Sinne be- 
antwortet werden konnte, waren die Versuchsperioden fiir die 
vorliegende Frage doch zu kurz, und die Unterschiede der 
Eiweiigaben gegentiber dem in Vergleichsperioden ermittelten 
EiweiBminimum zum Teil zu gering.*) 

Zum Teil waren auch in den Vergleichsperioden schon 
geringe N-Ansatze vorhanden. Es erschien deshalb wiinschens- 
wert, die Versuche mdglichst lang auszudehnen, die Eiweilb- 
mengen noch kleiner zu nehmen und einen Parallelversuch 
gleichzeitig bei einem Tiere vom gleichen Wurf und médglichst 
auch gleichem Gewicht so anzuordnen, daf bei sonst gleicher 
Nahrung die Zulagen an Ammoniaksalzen oder Harnstoff fort- 
blieben, dafiir aber die EiweiBgaben so grof gewahlt wurden, 
daB echte Eiweifansiatze eintreten konnten. 

Verhielten sich dann die Tiere vor allem auch hinsicht- 
lich ihres Gewichtes gleich, und traten erhebliche Gewichts- 


1) Die Arbeit wird demniachst ver6ffentlicht werden. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 69, 1913. 

*) In Tab. Ill, S. 88 ist am 16.—18. Versuchstage versehentlich 
statt des Zeichens » 0 gedruckt worden. 


27* 








392 E. Grafe, 


zunahmen ein, so konnte der N-Ansatz nicht anders gedeutet 
werden denn als ein Eiweifansatz. 

Aus zahlreichen friiheren Versuchen') ergab sich naém- 
lich, daB bei starker Kohlenhydratiiberernéhrung ohne Eiweif- 
ansatz entweder gar keine Gewichtszunahmen eintreten oder 
solche, die nur ausnahmsweise (in 3—4 Wochen) 1 kg tiber- 
schreiten. 

Die Versuche wurden simtlich an Schweinen angestellt. 
Die Methodik war die gleiche wie in den friiheren Mitteilungen. ?) 


I. Versuchsreihen an Schwein XV und XVI, 
vgl. Tabelle [ und II. 


Schwein XV erhielt in der Hauptperiode eine kleine, die 
Abnutzungsquote unterschreitende Eiweifgabe, ferner Zulagen 
von Harnstoff und Ammoniaksalzen, die Reihe bei Schwein XVI 
stellt den Paralellversuch mit einer etwas grOdBeren Eiweil- 
gabe, aber ohne die anderen Zulagen dar. 

Die Anordnung der Versuche war im tibrigen genau die 
gleiche. Beide Tiere entstammten dem gleichen Wurf und 
waren, nachdem sie der Mutter entwohnt waren, im Stall des 
Laboratoriums gro gezogen. 

Schwein XVI war etwas kraftiger und wog zu Beginn des 


Versuchs 26900 g, Schwein XV 23300 g. Schwein XVI verlor — 


in der 12tégigen initialen Hungerperiode 6900 g, Schwein XV 
5500 g. Beide Tiere bekamen in der 2. Vorperiode (Standart- 
kost ohne Zulagen) pro Kilogramm Gewicht ca. 130 Kal. einer 
gleichartigen fast ausschlieBlich aus Kohlenhydraten bestehenden 
Nahrung. 

In dieser 9tagigen Periode wurde die Abnutzungsquote 
festgestellt, sie hatte bei beiden Tieren fast den gleichen Wert 
(_— 1,415 g N pro die bei Schwein XV und — 1,48 g N pro die 
bei Schwein XVI). Beide Schweine nahmen erheblich an Ge- 
wicht 2u (Schwein XV 1050 g, Schwein XVI 1400 g). In beiden 


1) Vgl. die demnachst im Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 113, S. 1, 
erscheinende Arbeit «Uber die Wirkung einer langeren, iiberreichlichen 
Kohlenhydratkost ohne Eiweifi auf den Stoffwechsel von Mensch und Tier>. 

*) Vgl. z. B. Bd. 82, S. 347 u. ffg., 1912 und Bd. 84, S. 69, 1913. 
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Fallen trat die schon friiher haiufig beobachtete Erscheinung') 
ein, daB die Gewichtszunahmen ganz tiberwiegend in den ersten 
4 Tagen eintraten und, wie auch die Urinmengen beweisen, 
ganz vorwiegend auf Wasserretentionen zuriickgefiihrt werden 
miissen. Die gewaltigen Gewichtsabnahmen im Hunger deuten 
auch auf eine erhebliche Wasserverarmung des Korpers hin. 

Die 21 tigige Hauptperiode wurde in 3 Unterperioden ge- 
teilt, in denen die Mengen der verfiitterten Eiweifzulagen etwas 
verschieden waren. 

Bei Schwein XV war die Eiweifzulage am 1. Tage auf 
1,14 g N, in den folgenden 16 Tagen auf 0,99 g N und in der 
letzten Periode auf 0,71 g N bemessen, die Zahlen lagen also in 
allen Fallen sehr erheblich unter der Abnutzungsquote (— 1,415). 
Die taglichen Bilanzen zeigen ein auferordentlich wechselndes Bild 
von Retention und Ausschwemmung; sehr erhebliche Retentionen 
fanden vor allem in den ersten Tagen statt, eine erhebliche 
Ausschwemmung zeigte sich noch am 1. Tag der Nachperiode. 
Diese grofen Schwankungen kommen z. T. daher, da’ beim 
Schweine wegen der Unmdglichkeit des Katechismus exakte 
tagliche Urinabgrenzungen sich nicht durchfiihren lassen, ferner 
scheint das Schwein die Fihigkeit zu haben, auch einige Tage 
hindurch, bei schlechter Diurese sogar eventuell noch linger, 
Stickstoff zu retinieren. Diese Beobachtungen beweisen, dab 
beim Schwein eben nur aus lingeren Beobachtungszeiten bei 
guter Diurese sichere Schltisse gezogen werden kénnen. So 
wirde z. B. der 4tagige III. Teil der Hauptperiode mit dem 
gewaltigen N-Ansatz von -+ 1,62 g pro die fiir sich allein be- 
trachtet, ein ganz falsches Bild ergeben. 

Tatsachlich naémlich erscheinen 4,02 g des in diesen 
4 Tagen retinierten Stickstoffs am 1. Tage der Nachperiode 
wieder im Harn, so da die tatsachliche N-Retention pro die 
nur + 0,615 g ist, also etwas niedriger liegt wie in dem 
2. Teil der Hauptperiode. 

Unter Beriicksichtigung dieser Sekundérausschwemmung 
berechnet sich die Menge des anscheinend in der Hauptperiode 


') Vgl. die Arbeit im Deutsch. Arch., Bd. 113, S. 1. 
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dauernd retinierten Stickstoffs zu 18,19 g N = + 0,866 g N 


pro die. 
Die Menge des in der Eiweifzulage verfiitterten Stickstoffs 


war 19,82 g (abgesehen von den 5,25 g N in der Standartkost). 

Somit hat die gleichzeitige Verfiitterung von 1,8—1,9 g N 
in Form von Ammoncitrat und von 4,1—4,5 g N in Form von 
Harnstoff bewirkt, daB bei einer Abnutzungsquote von 1,41 g N 
ein N-Ansatz zustande kam, der fast die volle Héhe des zuge- 
legten Eiweibstickstoffs erreichte. Gleichzeitig stieg das 
Koérpergewicht um 2800 g an. 

Die N-Bilanz in der Parallelperiode bei Schwein XVI ent- 
wickelte sich leider nicht so, wie es urspriinglich geplant war. 

Es gelang nimlich erst bei einer Zulage von 2,41 g N 
(in Form von kondens. Milch) ein N-Gleichgewicht zu er- 
reichen, obwohl die Abnutzungsquote geméf Vorperiode II 
nur — 1,48 g, gema® der gleich angelegten Nachperiode | 
— 1,45 g betrug. 

Ich kann dies Faktum, das tibrigens nicht ganz ohne 
Analogie dasteht,') nur registrieren, ohne zunachst eine Er- 
klirung dafiir zu haben. 

So kommt es, daB trotz reichlicher EiweiBzulagen Schwein 
XVI in der Hauptperiode noch 6,12 g N = — 0,29 g N pro 
die verlor. 

Gleichwohl trat eine Gewichtszunahme von 1450 g ein, 
der hochste Wert, der in den bisherigen Versuchen bei N- 
Verlusten gefunden wurde. 

Wenn somit die Hauptperiode anders ausfiel, als es im 
Versuchsplan lag, so zeigt sie immerhin doch 2 wichigte Tat- 
sachen, einmal daB Eiweiimengen zum Gleichgewicht ndtig 
sein kénnen, die erheblich tber der Abnutzungsquote liegen, 
und ferner, daB bei kleinen EiweiBeinbuBen erhebliche Ge- 
wichtszunahmen moglich sind. 

Die 7tagige Nachperioden | sollten die Verdinderung der 
Abnutzungsquoten waéhrend der Hauptperiode feststellen. Bei 


') So fand z. B. Pescheck bei einem Hunde, dafi 134 Kalorien 
pro Kilogramm ndétig waren, um mit 3,65 g N ein N-Gleichgewicht zu 
erzielen (Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 244, 1912). 
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Schwein XV war der Wert, wenn man den ersten Tag mit 
der sekundiren N-Ausschwemmung miteinbezieht, etwas an- 
gestiegen, von — 1,41 g N in Vorperiode I auf — 1,605. Stellt 
man jedoch, wie es wohl am richtigsten ist, fiir den ersten 
Tag den Durchschnittswert der beiden folgenden Tage mit 
— 1,37 in Rechnung, so betrigt der Wert der Abnutzungs- 
quote — 1,08 g, liegt also deutlich niedriger wie vorher, 
wiihrend er bei Schwein XV fast vollkommen unverindert bleibt. 

In beiden Fallen traten Gewichtsabnahmen ein (bei Schwein 
XV 550 g, bei Schwein XVI 650 g). 

Da die Tiere nun erheblich weniger gut und rasch frafben 
als im Anfang der Versuche, wurde an die I. Nachperiode eine 
5 tagige Hungerperiode (Nachperiode II) angeschlossen, bei der 
Schwein XV tiglich — 1,28 g N und im ganzen 1500 g an 
Gewicht verlor; die betreffenden Zahlen fiir Schwein XVI waren 
— 1,48 g N bezw. 850 g. 

Die III. 6tagige Vorperiede mit einer erneuten Bestimmung 
der Abnutzungsquote (bei Schwein XV — 0,94 g N pro die, 
bei Schwein XVI — 1,03 g N) war urspriinglich zur Einleitung 
einer neuen Hauptperiode gedacht. In Anbetracht der schlechten 
Freflust und mabigen Diurese wurde jedoch der Versuch am 
60. Tage abgebrochen. Interessant ist, das Schwein XV, das 
1500 g im Hunger verlor, in Vorperiode III wieder 150 g zu- 
nahm, wihrend bei dem Tiere XVI die Gewichtsabnahme im 
Hunger nur eine geringe war; dafiir aber wurde das dort 
retinierte Wasser in der Vorperiode III wieder ausgeschieden, 
was einen Gewichtsverlust von 1000 g bedingte. Im ganzen 
hatte Schwein XV wihrend der Versuchszeit, gerechnet vom 
Ende der Hungerperiode, -+- 900 g zugenommen, wiihrend das 
Kontrolltier — 1050 g an Gewicht eingebiift hatte. 

Noch gr6éfSer sind die Differenzen zugunsten von Schwein 
XV, wenn man die ersten und die letzten Tage miteinander 
vergleicht; einer Gewichtsabnahme von 3550 g bei Schwein XV 
steht eine solche von 6550 g bei Schwein XVI gegeniiber. 

Auch diese Differenzen sprechen sehr dafiir, dab bei 
Schwein XV durch die Zulagen von Harnstoff und Ammoniaksalzen 
tatsachlich zeitweise ein KiweiBansatz zustande gekommen ist. 
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In Anbetracht des Umstandes, daB bei dem Kontrolltier 
in der Hauptperiode trotz verhialtnismafig grofer EiweiBgaben 
keine positive, sondern eine schwach negative Bilanz einge- 
treten war, erschien es wiinschenswert, einen neuen Doppel- 
versuch anzustellen. 


Il. Versuchsreihen an Schwein XVII und XVIII, 
vgl. Tabelle III und IV. 


Die Versuche dauerten 83 Tage, Schwein XVIII erhielt 
die Zulagen an Ammoniak und Harnstoff, Schwein XVII wurde 
zum Kontrollversuch verwandt. 

Beide ‘Tiere entstammten wieder dem gleichen Wurf, 
waren mit gemischter Kost im Stall aufgezogen und standen 
im Gewicht einander ziemlich nahe. 

In der initialen 8taégigen Hungerperiode verlor Schwein 
XVIII 28,365 g N und 4200 g an Gewicht, das Kontrolltier 
27,265 g N und 5350 g an Korpersubstanz. 

Das in der 7tagigen II. Vorperiode festgestellte Eiweif- 
minimum war bei Schwein XVIII — 1,48 g N pro die, bei 
Schwein XVII — 1,58 g. Der Gewichtsgewinn bei dem ersten 
Tier war dabei 450 g, beim zweiten 600 g. 

Interessant ist, daf in beiden Fallen in den ersten 3 Tagen 
der Vorperiode II soviel Wasser retiniert war, dai das Ge- 
wicht um 1 kg tiber dem letzten Hungertag stand. Das an- 
scheinend kompensatorisch retinierte Wasser wurde in den 
folgenden Tagen dann zum grofen Teil wieder ausgeschieden. 

An die Vorperiode II schlof sich die 19 tagige Hauptperiode |], 
die in 3 Unterperioden zerfiel. Bei Schwein XVIII wurde in der 
ersten Unterperiode eine Eiweifizulage von Fleisch und konden- 
sierter Milch mit 0,97 g N gegeben, in der zweiten nur 0,70—0,75 
und in der dritten 0,83—0,85 g N in gleicher Form. Die Mengen 
betrugen also nur 50—60°/o der Abnutzungsquote, wie sie in der 
zweiten Vorperiode festgestellt war, oder ca. 60—70°/o, wenn 
man die Werte der Nachperiode zum Vergleich heranzieht. 

Die wahrend der ganzen Periode zugelegten Mengen von 
Ammoncitrat und Harnstoff hatten einen N-Gehalt von 6,0 
bis 5,8 g pro die. 
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Berechnet man unter Beriicksichtigung der sekundiiren 
Ausschwemmung von 2,12 g'!) N am 1. Tage der Nachperiode 
die anscheinend dauernd retinierte N-Menge der Hauptperiode, 
so ergibt sich ein Gesamtwert von 13,49 g oder -++- 0,71 g N 
pro die bei einer Gesamteiweifzulage von 16,045 g Eiweib-N. 
Also auch in diesem Falle wurde nur ein geringer Teil (2,555 g) 
zur Aufrechterhaltung des vorhandenen Protoplasmabestandes 
benutzt, fiir die tibrigen ca. 90°/o konnte das Eiweif an- 
scheinend durch Harnstoff und Ammoniak ersetzt werden, so 
dafs ein erheblicher N-Ansatz resultierte. Ks entspricht also 
auch diese Reihe vollkommen den bisherigen Versuchresultaten. 
Die Menge des zum Ansatz verwandten Kiweifes variierte in 
den einzelnen Versuchen etwas und ist wohl in erster Linie 
davon abhiangig, wie groB die Eiweifzulage im Vergleich zum 
N-Minimum ist: je niedriger der Prozentsatz, um so geringer 
der Ansatz. 

Der grofite Gewichtsansatz wurde in der 1. Unterperiode 
mit + 1050 g erreicht, nach voriibergehendem Anstieg bis 
auf 15100 sank das Gewicht spiter wieder etwas, sodaB der 
gesamte Gewichtsgewinn nur 750 g betrug. Vergleicht man 
diesen Wert mit der grofen Gewichtszunahme von 2800 bei 
Schwein XV unter annahernd analogen Verhialtnissen, so er- 
gibt sich, wie wenig man beim Schwein aus dem Gewicht 
allein schlieBen kann. 

Obwohl das EiweiRmininum bei Schwein XVII nur 
— 1,585 g N pro die betrug, gelang es jedoch in der ersten 
Unterperiode der Hauptperiode I mit 1,93 g Eiweif-N in Form 
von Fleisch und Milch noch nicht, ein Gleichgewicht oder 
einen Ansatz zu erzielen, erst spater wurden bei annahernd 
gleichen Mengen positive Bilanzwerte erzielt, die erst bei 2,0 g 
Eiweib-N starker wurden. 

Dementsprechend war der Gesamt-N-Ansatz in der Haupt- 
periode bei Schwein XVII mit 1,75 g viel geringer als bei 
Schwein XVIII. Die Kérpergewichtszunahme mit 950 g war 
annahernd die gleiche. 


*) 3,32 g (der Gesamtwert des Tages) — 1,20 g, dem Mittelwert des 
N-Verlustes an den iibrigen Tagen der Periode. 
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Das am Ende der Hauptperiode wieder von neuem fest- 
gestellte Eiweifminimum ist bei Schwein XVIII nur scheinbar 
hoher (— 1,755 g N pro die) als vor der Hauptperiode 
(— 1,48 g N); lé$t man némlich infolge der sekundéren Aus- 
schwemmung am 1. Tage diesen fort, so ist der Wert niedriger 
(— 1,20 g). 

Gleichzeitig war das Gewicht um 250 g gefallen. Ganz 
ihnlich liegen die Verhiltnisse bei Schwein XVII. Die Ab- 
nutzungsquote sank um 0,105 g N, das Gewicht um 400 g. 

In Vorperiode III wurde die starke Uberernahrung mit 
Kohlenhydraten durch eine geringere mit Fetten ersetzi, ferner 
50g Reis zugesetzt. Bei einem Gehalt der Nahrung an 
Eiweii-N von 1,0 g verloren beide Tiere nahezu die gleiche 
Menge N pro die: Schwein XVIII — 0,56 g, Schwein XVII 
—0,58 g. Dabei stieg bei Schwein XVIII das Gewicht um 
650 g, wiihrend es bei Schwein XVII um nahezu den gleichen 
Betrag (600 g) fiel. Da die Freflust der Tiere erheblich nach- 
lief, schien es wiinschenswert, vor einer weiteren Fortsetzung 
des Versuchs eine 6ta&gige Hungerperiode einzuschalten. In 
dieser verlor Schwein XVIII im ganzen 1350 g an Gewicht 
und —1,41gN pro die; die entsprechenden Zahlen fiir 
Schwein XVII waren 650 g bezw. — 1,57 g N pro die. 

Trotz der Hungerperiode erschien bei den Tieren die 
Durchfiihrung einer erneuten starken Uberernihrung wenig aus- 
sichtsvoll, daher wurde in Vorperiode IV mit Kohlenhydrat- 
und Fettmengen, die nur einen geringfiigigen Uberschu8 iiber 
den Ansatz bedeuteten, das Eiweif{minimum von neuem be- 
stimmt. Die Abnutzungsquote bei Schwein XVIII war durch 
die 2. Hungerperiode erheblich weiter herabgesetzt, bei der 
gewihlten Nahrung auf — 0,545 g pro die, bei Schwein XVII 
waren die Werte in geringerem Mae auf 1,189 N hinab- 
gegangen. Das Gewicht blieb in beiden Fallen annahernd 
konstant. 

In der nun folgenden 23tagigen II. Hauptperiode erhielt 
Schwein XVIII eine Zulage von 30g Reis mit 0,345 g N ent- 
sprechend ca. 60°/o der Abnutzungsquote, daneben 3,0g N in 
Form von Ammoncitrat, spiter 2,6 g N als Harnstoff. Der 
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N-Ansatz war ein recht betrachtlicher, er betrug in 22 Ver- 
suchstagen!) 10,295 g = -++0,47g pro die. 

Diese Zah] ist in Anbetracht dessen, dai die Nahrung 
nur 0,505 g Aminostickstoff im ganzen erhielt, auBerordentlich 
hoch. Die Méglichkeit, daB ein Teil dieser Menge nur voriiber- 
gehend retiniert wurde, léBt sich nicht ausschlieBben, wenn 
auch die anschliefende III. Hauptperiode dafiir keine Anhalts- 


punkte bietet. 
Trotz der N-Ansitze fand eine Gewichtsabnahme von 


600 g statt. 

Die N-Anséze bei Schwein XVII waren bei einer N-Ein- 
fuhr von 1,42 g EiweiB-N tiglich in Form von kondensierter 
Milch mit 0,57 g noch gréBfer wie bei Schwein XVIII. Die 
Gewichtszunahme mit 350 g war minimal. 

GroBere Gewichtszunahmen waren in dieser Periode wegen 
des sehr geringen Kalorienitiberschusses der Nahrung auch nicht 
zu erwarten, zumal wenn man bedenkt, dafi an einem Tage 
nur !/5 der Nahrung gefressen worden war. 

In der 3. Hauptperiode wurden zu der bisherigen Nahrung 
noch 80 g Zucker hinzugefiigt. 

Bei Schwein XVIII fiihrte dies zu gewaltigen N-Reten- 
tionen, deren Deutung aber bei der zunehmenden Verschlechte- 
rung der Diurese nicht sicher ist. Vermutlich ist ein Teil des 
hier retinierten Stickstoffs einfach zuriickgehalten worden und 
bedeutet keinen Ansatz. 

Die Kérpergewichtsabnahme betrug 100 g. 

Auch bei Schwein XVII treten in der III. Hauptperiode 
bei 1,58 g Amino-N-EKinfuhr sehr erhebliche N-Retentionen 
(0,73 g pro die) ein; da hier jedoch die Diurese gut blieb, liegt 
wohl sicher ein EiweiBansatz vor. Das Gewicht veriinderte 
sich dabei nicht. 

Vergleicht man den Gewichtsverlust beider Tiere wahrend 
des 80tiigigen Parallelversuchs miteinander, so erhalt man nahezu 
identische Werte; fiir Schwein XVIII 4650 g = 26,3°/o, fiir 
Schwein XVII 5050 g = 25,9°/o des Anfangsgewichtes. Gleich sind 





*) Der erste ‘Tag der Periode wurde nicht mit eingerechnet, da 
hier die Méglichkeit von Urinverlust bestand. 
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auch die Zahlen fiir die Gewichtszunahmen auferhalb der Hunger- 
perioden (5,1°/o bei Schwein XVIII, 4,9°/o bei Schwein XVII). 

Der Versuch wurde am 80. Tage abgebrochen, weil die 
Diuresen bei Schwein XVIII schlecht wurden und so eine 
einwandsfreie Beurteilung der N-Bilanzen nicht mehr médglich 
war. Beide Tiere entwickelten sich bei gemischter Ernahrung 
normal weiter. Am 30.September wog Schwein XVIII 25500 kg, 
Schwein XVII 33000 kg. 


Ill. Vergleichende Versuchsreihen bei Schwein XI 
und XII, vgl. Tab. V. 


Der Zweck dieser Reihen war, zu untersuchen, einmal, 
ob ausgesprochene Verianderungen im Verhalten des Gewichts 
bei sehr langdauernden Zulagen von Harnstoff oder Ammoniak 
gegentiber gleich ernahrten Tieren ohne diese Zulage bestand, 
und ob es gelang, durch derartige Zulagen ein Tier erheblich 
linger am Leben zu erhalten als ein gleichartiges und im 
iibrigen gleichernahrtes Kontrolltier. 

Auch hier wurden 2 Schweine vom gleichen Wurf und 
von annahernd gleichem Gewicht genommen, die in einer ersten 
Vorperiode mit gemischter Nahrung auf anndhernd gleiches 
Gewicht (15 700 bei Schwein XI, 15500 bei Schwein XII) ge- 
bracht wurden. Schwein XII war etwas kraftiger. 

Da das Verhalten der N-Bilanzen bei der Fragestellung 
nichtinteressierte, wurden Harn und Kot nicht gesammelt, sondern 
es wurden nur in Abstinden von ca. 1 Woche Wagungen vor- 
genommen. In der einleitenden 5tiagigen Hungerperiode verlor 
Schwein XI (das Kontrolltier) 3000 g, Schwein XII nama 
weise nur die Halfte, 1500 g. 

Vom 6. Versuchstage an erhielten beide Tiere eine inten- 
sive Kohlenhydratiiberernahrung mit 0,2 g N und 120—130 
Kruttokalorien pro Kilogramm, Schwein XII auferdem noch 
4,7449 N in Form von Harnstoff (50 ccm einer Stammlésung 
2007/1900), 

Bis zum 27. Versuchstag fand sich bei Schwein XI ein 
geringes Ansteigen des Gewichtes um 350 g, bei Schwein XII 
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waren es 600g. Wahrend nun aber bei Schwein XIII das 
Gewicht kontinuierlich fiel, so daB es am 45. Tage schon um 
300 g unter dem Anfangsgewicht lag, stieg es bei Schwein XII 
langsam noch weiter, so dab das Tier am 45, Versuchstage 
im ganzen 800 g zugenommen hatte. 

Da Schwein XII anfing schlecht zu fressen, wurde am 
48. Versuchstage die Harnstoffzulage fortgelassen. 

Dies half aber nicht durchgreifend, am 51. Versuchstage 
lie8 Schwein XII fast die ganze Nahrung!) iibrig. Infolgedessen 
fiel das Korpergewicht um 1 kg. 

Es wurde nun bei Schwein XII eine dreitégige, bei 
Schwein XI zum Ausgleich fiir die mangelhafte Nahrungsauf- 
nahme von Schwein XII am 51. Tage eine 4tiagige Hunger- 
periode eingeschaltet. Schwein XI verlor dabei 1100 g an 
Gewicht, Schwein XII nur 700 g. 

Schwein XII bekam vom 57.—60. Versuchstage statt 
Harnstoff eine Ammoncitratzulage mit 2,997 g N pro die. Am 
61. Tage hungerten die Tiere nochmals, ohne daf jedoch die 
Nahrungsaufnahme beider Tiere eine bessere wurde. Am 62. 
Versuchstage wog Schwein XI 11500 g, Schwein XII 12900 g. 

Der Versuch wurde noch einige Tage weiter fortgesetzt, 
jedoch war bei beiden Tieren die Nahrungsaufnahme so un- 
vollstandig, daf der weitere Verlauf nicht mehr in die Tabelle 
aufgenommen ist. 

Beide Tiere starben am Nachmittag des 67. Versuchstages. 

Bei der Sektion wog Schwein XI 10300 g, Schwein XII 
12200 g. Beide Tiere zeigten eine hochgradige Animie und Leber- 
veranderungen, die an anderer Stelle beschrieben werden sollen. 

Bei diesem Verlaufe der beiden Versuche konnte die ihnen 
zugrunde liegende Frage nicht gefoérdert werden. Immerhin 
war beachtenswert, daB am 40. Tage der Uberernihrung das 
mit Harnstoffzulagen gefiitterte Tier gegeniiber dem ersten Tage 
der Uberernahrung 800 g zugenommen, das Kontrolltier trotz 
sehr starker Gewichtsabnahme schon in der vorhergehenden 
Hungerperiode noch weiter 300 g abgenommen hatte. 


SERENE 


') Von 1920 g 1510 g. 
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Von entscheidender Bedeutung ist dieser Faktor jedoch 
aus mehrfach schon angefihrten Griinden nicht. 





Uberblickt man, was die beiden ersten Doppelreihen 
(bei Schwein XV und XVI und Schwein XVII und XVIII) fir 
die Frage nach der Art der Retentionen mit Ammoniaksalzen 
und Harnstoff geleistet haben, soergeben sich folgende Resultate : 
Eine allmahliche Gewichtszunahme von 2800 g in 20 Tagen 
(Schwein XV) bei einem Tiere, das nur einen Teil der Ab- 
nutzungsquote in Form von Eiweif erhielt und ohne Harnstoff- 
und Ammoniakzulagen mindestens tiaglich 0,3—0,5 g an Stick- 
stoff verloren hatte, spricht mit allergrof{ter Wahrscheinlichkeit 
dafiir, dafi die dauernd retinierten Mengen von N in eiweif- 
artiger Form angesetzt wurden, um so mehr als nach allen 
bisherigen Versuchen derartige Gewichtszunahmen ohne gleich- 
zeitigen N-Ansatz in langeren Perioden bei Schweinen nicht 
beobachtet werden konnten. 

Wichtig ist ferner, daB sowohl beziiglich des Korperge- 
wichts wie zum Teil beziiglich der N-Bilanz das mit kleinen 
Eiweifbgaben und grofen Mengen von Ammoniaksalzen und 
Harnstoff ernihrte Schwein XVIII sich fast genau so verhilt 
wie das sonst gleich ernahrte Kontrolltier, dessen N-Ansitze 
infolge groBer Eiweifgaben sicher Protoplasmaansatze bedeu- 
teten. Mithin 1la8t sich wohl mit einer an Sicherheit 
grenzenden Wahrscheinlichkeit behaupten, daf es 
sich bei den mit Ammoniaksalzen und Harnstoff er- 
zielten dauernden N-Retentionen um Ansatz eiweif- 
artiger Substanzen handelt. 

Nicht sicher entschieden scheint mir die Frage nach 
dem Charakter des angesetzten EiweiBes zu sein; durch die 
interessanten Arbeiten von Osborne und Mendel’) wissen 
wir, da es neben dem das Wachstum fordernden Eiwei’ auch 
ein nur das Leben unterhaltendes, nicht der Neubildung von 
Zellmaterial dienendes Eiweifi gibt. 


') Vgl. diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 307, 1912, ferner die Arbeiten 
im Journal of biolog. Chemistry, Bd. 12 u. fig. 
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Ferner sei daran erinnert, daf bei EiweiBmastversuchen, 
zumal dann, wenn grobe Mengen Kohlenhydrate gegeben werden, 
sehr erhebliche, fast unbegrenzte N-Ansitze stattfinden, die 
z. B. Liithje’) als nichtorganisiertes Eiweifi deutet. 

Auch Beziehungen zu dieser noch immer nicht befriedigend 
geklirten Art von N-Ansatz waren hier denkbar. 

Zur Entscheidung aller derartiger Fragen scheinen sich 
Schweine, bei denen sich aus mir noch nicht durchsichtigen 
Griinden die Versuche nicht beliebig lange fortsetzen lassen, 
nicht zu eignen. Dafiir sind zweifellos Ratten ein besseres 
Objekt. Fiir eine echte Gewebsneubildung im Sinne des Wachs- 
tums kénnte man die erhebliche, mit der N-Retention einher- ~ 
gehende Gewichtszunahme bei Schwein XV ins Feld fiihren. 

Sicher ist, daf ein dauernder Wachstumstillstand in keinem 
Versuche eintrat. Die Tiere entwickelten sich vollkommen 
normal weiter und wurden, wie z. B. Schwein XVIII, spiter 
zu weiteren Versuchen werwandt. 


') Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 44, S. 22, 1902, und Deutsch. Arch. 
f. klin. Mediz., Bd. 81, S. 248. Weitere Literatur und kritische Dar- 
legungen bei Magnus-Levy in v. Noordens Handb. der Pathol. des 
Stoffwechs., II. Aufl., Bd. 1, S. 354 u. ffg.. 1906. 
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Tabelle | 
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1 | 2 3 t 3) 6 | 7 | Ss | 
| | | i | 
| Brutto- — 4 
Ver- | | | | Zusammensetzung | kalorien | ae | N-Gehal ' 
suchs-|} Periode | Datum | der | pro 2 kg | = " 
| | wicht (bezogen | Standart-| Eiweis- 4, 
tag | | | _ Standartnahrung auf 20 kg k | | 
| | | | Gewicht) | ae | Zulagen 
| | | | | | 
Nr. | 1913 | g | Kal. g | g | 
l | 
| | 
~~ | | | | : 
Vor- | 95. HL | 23300 | q 
| | Hunger, Wasser | | 
1—12 periode I bis | | | 0 0 | 0 & 
ee nach Bedarf 
Hunger 17. il. | 17800 | | 
| 
immanent : a 4 _ 
| | | | | 
13 | 17.—18. Ill. 17 800 Tiglich: ca.130Kal.| 0,25 ) 
| | 450 g Starke, i | ~ 4 
a — | ia ze | > ae » H 
14 | vy, |18.—19. | 135 > Zucker, 130 | 0,25 | 0 
bos 19.—20. | — | 80 » Butter, » 130 » 0,25 | 0) 
iperiode II | + Mie | | 
, | ; ») oc | 9 2 4 , y| “ : . | ox | ( 

16 | ctandarte 22" 21. |186 30) 83 g Kochsalz, 130 | 0,25 ) 

17 ’ 21.—22. | — 10 Tropfen verdiinnte » 130 » | 0,25 ) 

\ ene 29 93 | __ | Eisenchloridlésung, | 130 >» | oni 0 
ohne SS | 1cem Cibil, |” “ Bice 

i9 |. 23.—24. | — (|1250 » Wasser, | » 130 » | 0,25 | 0 

1) | Zulagen D4 °F | | wochentlich 130 0.25 () 

eeiaele er | ~ | 0,3 g Lecithin, | * “”" . _ 
21 | 25.—26. | — | /> 130 >» | 0,25 | 0 
pies eae | 80 g kon- ! 
| | | | Wie vorher, densiert | A 

22 | \26.—27. 18850 = nur 80¢ Starke j|ca.130Kal.| 0,25 | Miich mi . 
| | | | weniger, 114¢ \ j 
| | 70 g kon- 

23 27.28. | — | > 130 >| 025 | denser 
Haupt- | | | | 0.99 N 
periode | | - 7 | 

| _ nur 70 g Starke 
25 | |29.—30. ; — | >» 130 >» 0,25 
| weniger 
i ! | 
26 | '30.—31. — > 150 >» 0,25 > 
27 | 31.1.-1.1V.) — > 130 » | 0,25 
| | | | 
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‘lle |fVersuchsreihe an Schwein XV. 










































































8 Pf 9 | to) | 2] 3 | 4 | & | t6 | a7 
oe | N } | 
Tehalt N-Gehalt | Ge | N | Kot — | Ne | N-Bilanz 
‘ | samt- | Urin- | | ale die | | Bemer- 
sa | nicht | N- | im | pro -™ Bilanz | pro | 
weif- Heiweifartiger’ p;,_ | menge| Kot | | | kungen 
| | Urin | Periode | (durch- | pro die| Periode 
lagen |@ Zulagen | fyhr schnittl.) | | 
| | | | | | | 
o | g | g ccm | g | g g | § | 5 
: | | ] | 
| | N-Verlust 
| ‘im Harn in den 
| 0 | | __ letzten 5 Hunger- 
0 § 0 | | eee i _ tagen 13,17 g 
| | | |= —2,63 g N 
| | | | | pro die | 
{ a (eee | ee ee ee 
im ay ae ee earn 10g 
() 0 0,25 | 1020 | 2,42 | | 9,25 |—2,82 |  Goeamt-N- | Karmin 
) 0 | 0,25 | 140 | 1,79 | Kot I: | 0,25 |—1,79 Einfuhr | 
0 0 0,25 | 260 | 1,37 | 305 g 0,25 \—1,37 Ps ee & | 
| esamt-N- 
() 0 | 0,25 | 450 | 1,82 feucht, 0,25 |— 1,82 Ausfuhr | 
() 0 025) 720/073 | 9g | 025 |—0,73 “ g “% | 
N-Verius 
() 0 | 0,25 | 1040 | 1,11 | trocken 0,25 |—1,11 | == 12,735 g | 
0 0 | 0,25 | 1900 | 1,485} mit 0,25 |—1,485, pro wens | 
= — 1,410 
0) 0 | 0,25 | 1390 | 0,97 | 2,27gN) 0,25 |—0,97 | pro die ? | 
0 0 | 0,25 | 1150 | 1,04 0,27 |— 1,04 | 
‘a oS aoe ees . J Se SS _— 
g kon ts g N als | 
isiertq | Ammoncitrat, | | Hauptperiod 1.0 
| 4,48 g N als | 5 52: 2: ptperiode |; 1 § 
ch mi Harnatoff | aie | | San a T _ I. Teil Rarmen 
4 g \f Most in Wasser) | ieee 
o kon | | Kot Ill: | Bei einer Ge- 
= a desgl. | 7,50 | 1200 | 5,80 165 g 0,09 I+ 1,61 | samt-N-Einfuhr 
9g feucht, P | von 44,34 g, 
eg). s 7,50 | 1100 | 6,87 0,09 0,5 
e rn | 40 g T Gesamt-N-Ansatz 
} Ammoncitrat, trocken = + 8,76 g 
4,07 g N als F . 09 1,83 
Harnstoff 7,23 | 1100 | 5,31 mit 0, + 1,8: pro Periode 
(gelést in 80ccm! 
| Wasser) 0,56 & N — + 1,46 g 
: | desgl. 7,23 | 1580 | 8,06 0,09 |— 0,92 pro die 
> 7,23 | 600 | 3,76 0,11 |+-3,36 
| 
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Tabelle | ; 













































































1 2 3 1 4 5 ; /-* | FF FT 
| | _ Brutto- — 7 om : 
ape | x j “Gehall |) N-Gehalt 3 
Ver- | | | Ge- | Zusammensetzung on te aes | aha | 
suchs- | Periode Datum | , . |} Ger & 
| | | wicht der ezogen | Standart-| Eiweif- ile: 
tag | auf 20 kg eit 
| | Standartnahrung | Gewicht) | zulagen 
Nr. | 1913 sg Kal. | g g 
” ‘einai 19900) nar so g Staske weniger C-130Kal.| 0,25 | Wie vorher IV 
29 | 2.—3. — desgl. > 130 >» 0,25 desg], 
30 3.—4, — > >130 >» | 0,25 , 
31 Haupt- | 4.--d. — > >» 130 » 0,25 
32 periode | 5—6. —*| 19 650) » > 130 >| 0,25 
33 | zutagen| 8-7 | — > > 130 >| 0,25 , 
34 | Ti. _ > >130 >| 0,25 : 
35 von | 8.—9. _— > >130 >| 0,25 
36 ~~ « Eiweif, | 9.10. | — > >130 >| 0,25 
37 NH, und 10.—11.. | — » '> 130 >| 025 | « 
38 Harnstoff) A1.—12. 21.000 ; (2130 >| 025 | > 
| , 50 g kon re 
39 12.13. | 20800 : cad30Kal., 0,25 | Mileh mi 
— | 0,71 g N 
40 113.—14. _ ; |> 130 » | 0,25 | desgl 
4A i. 4,.—15. — > > 130 » 0,25 | > : 
42 : hs. | ~- | | 130 >| 0,25 | ; 
43 16.—17. IV. 21650| _ _ Nahrung, ca.130Kal.| 0,25 ) 0 |} 
| wie in Vorperiode II | 
44 17,.—18. a desgl. '>130 >| 025 | 0 
t) Nach- |48—19. lo | : |» 130 » 025 | 0 
46 19.—20. | 21 450 » /> 130 >| 02 | 0 
47  periodeli99—91, | — | > (> 130 >| 025 | 0 
48 21.—22. | 21.550! > (> 130 >| 0,25 | 0 
49 22.23, | — | > 7130 >| 0,25 | 0 
50 23.—24. IV.|21100| Wasser meh’Bedat | 9 | O | 0 
51 | Nach- [24—25. | — desgl. |e | & |] 0 
52 25.—26. | — | > | * te 7 2 
53 ~=0periode Ii ¥ — 97. _ | > | 0 0 () 
b4 —28. a > 0 |e | 0 
5d 28,29. IV.| | 19 in) wie oie (¢a130Kal.| 0,25 | 0 
56 ; ve —380. | — | desgl. > 130 >|) 025 | 0 
57 Ver lgo.1v.—1.v.| 20500) (2130 >| 025 | 0 
58 periode | = 2. | — ‘| > (7130 >) 025 | 0 
5Y | 2.—-3. | — | > } 2 130 > | 025 | 0) 
60 8. | 19 750 — a | — | — 
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lle [Fortsetzung. 
; r 40 | 11 | 12 | 13 4 6 | «(15 16 17 
} Ge- | N | 
rehalt | N-Gehalt ‘samt=) pin. N | Kot pro die | N- N-Bilanz 
weil. | ewig Ein- ™enge [rin | Periode | (durch- |pro die) —_ Periode kungen 
agen Zulagen | fuhr schnittl.) | 
g g g ccm | g g - | §g g 
vorher # Wie vorher | 7.23 | 1350 6,19 | 0,19 + 0,85 | Hauptperiode made. BY 
sel, desgl. | 7,23 | 1200 | 6,95 | 0,19 | + 0,09 II. Teil. 
> > 7,23 | 1500 | 7,40 | Kot IV: | 019 |—0,36) Gesamt-N- 
‘ | 7,23 | 1700 | 7,76 268 g 0,19 | —0,72 Einfuhr 
| 7,23 | 600 | 5,02 | feucht, | 919 /+202) — 7953 ¢ 
> | 7,23 | 700 | 3,73 118 g 0,19 |+3,31 dahei 
> | 7,23 | 850 | 6,49 | trocken 0,19 | ++ 0,55 |Gesamt-N-Ansatz 
| 7,23 | 960 | 6,43 | mut 0,19 |-+-0,61) yon 697g N_ 
> | 7,23 | 1120 | 5,13 | 2,13 g N 0,19 +191} — -+- 0,63 g N- 
| 7,23 | 1170 | 8,20 | 019 |—1,16 are-die 
> : 7,23 | 860 | 6,13 0,23 |+0,87 
kond af a ea i rs at , sriode 
b mi > | 6,95 | 1130 | 4,67 | Kot V: | 0,29 + 1,99] ott Tel aon a 
g } me sei G -_N- | 
sel. > | 695 1000 | 6,52 | feucht, | 0,29 | 40,14 Rintune von 27,80 ¢ 
» | 695) 500 | 2,97 |” 8 mit 0,29 |-+5,69) oy = a tese N 
: | 6,95 | 1050 | 5,98 | 1188 N 0,31 |+0,66)  prodie - 
0 0 | 0,25 | 1230 | 5,16 | Kot VI 0,12 | —5,03 | —— Karmin. 
erius 
0 0 | 0,25 1000 1,43 | 114 g 0,12 | — 1,30 in Nachperiode | 
0 0 0,25 | 1200 1,57 | feucht, 012 |—1,44| = 11,24 g 
( 0 | 0,25 | 1300 | 1,34] 43 g 012 |—1,21|= ae § N 
0) 0 | 0,25 | 700 | 0,67 | trocken 0,12 — 0,54) oon pike a 
0 0 0,25 | 1160 1,17 mit 0,12 |—1,04| des 1. Tages 
0 0 | 0,25 | 610 | 0,76 |089g Nj} 017 |—068| = —1,01 g) _ 
0 O | 025 | 730) 1,68 | pop yy. | 0,18 | —1,86| Ges.-N-Verlust Karmin. 
0 0 | 0,25 | 820 1,40 loose feucht, 9,18 | — 1,58 jin der 2, Hunger- 
0) 0 | 0,25 | 640 0,92 Powe | 0,18 |—1,10 periode 6,39 g N 
0 0 | 0,25 | 330} 6,73 | “mit, | 018 |—O0,91| = —1,28g N 
0 0 | 025 |)... | 0,72 | EN | 0,22 |—0,94) pro die 
() 0 0 |f- 0,72 Kot VIll:| 005 |—052 Gesamt-N- | Karmin. 
0 0 | 0 | 250 | 0,27 |37¢feucht,) 0,05 |—0,07). _ Verlust 
0 0 | 0 | 500] 1,51] 398 | 0,05 |—1,31 im VPrpenioge Ill 
0 0 | Q 470 | 1.76 | ho 0,05 i mn 1.56) — — 0,94 g N | 
() 0) 0 380 | 1,44) 025¢ N 0,05 — 1,24 pro die | 
a ian an _ Pt die —_ wanes — Karmin. 
28* 
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Tabelle Il. — Versuchsreihe an Schwein svt 
+") 2 _—s & [5 ae a a eer ae 
| | Brutto- Feet } 
Ver- | Zusammensetzung | kalorien N-Gehalt| B-Gebalt ' 
| Ge- pro 1kg| der der \ 
suchs-| Periode Datum der ; ' 
wicht | _ (bezogen |Standart-,  Eiweif- 
tag | Standartnahrung out SBig kost zulaven 4° 
| | | Gewicht) aa 
Nr. 1913 | g | a | gs | g 
| | 
Vor- 5. Ill. 26 900 
Hunger, 
1—12 | periode I bis 0 0 0) 
| Wasser nach Bedarf 
(Hunger) | 17. Ill. | 20000 
| 
ane Gan | 7 a 
13 | 17.—18. III. 20 000; Taglich : ca.130Kal.| 0,28 0) 
14 | Vor- |18,-19. Seog Setene, » 130 >| 0,28 0 
; 150 » Zucker, 
15 (periode Il1920. | — | 30. Butter, > 130 » | 0,28 0 
16 20.21. | — | 5»Knochenasche,!, 439 » | 0,28 0 
eC 3 » Kochsalz, 
18 stn 22.—23. — /|10Tropfenverdiinnte| » 130 >» 0,28 0 
| ' Eisenchloridlésung 
19 | 23.—24. - ’|}» 130 » 0,28 0) 
Zulagen 1250 ccm Wasser, 
21 25.—26. —~ pro Woche » 130 >» 0,28 0 t 
Nahrung wie in Vor- 125g kondey 
22 26.—27. III.| 21 400) periode Il, jedoch |ca.130Kal., 0,24 | sierte Milcf 
| Haupt- 100 g Starke weniger _ {mit 1,77 ¢ ; 
| 100g kondew 
23 | periode (27,28. —_ desgl. > 130 » | 0,24 | sierte Milcf 
mit 1,42 ¢) 2 
a4 | (Zulage ipg_o9 | _ : > 130 >| 0,24 |  desgl. 
| von 
oF —_— ets > » 1: > > 
25 | Eiweib) 29.—30. 130 0,24 
26 30.—31. - : » 130 >| 0,24 » & 
27 31.11—1.1V.; — > » 130 >» 0,24 , 
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Xv f{Parallelversuch zu dem bei Schwein XV). 




















































ee io | 11 | 12 | «213 «=| 4 | 15 | ~~ 16 ey 
aN. ” F | 1 = } . H N | 
shalt 1N-Gehalt) Ge N | Kot | N-Bilanz | 
nicht _samt- Urin- | pro N-Bilanz | Bemer- 
or «Cd | ; | Be 
reif\- artiger Eine menge , | im pro die | | kungen 
Urin Periode | | Periode 
igen @ Zulagen| fuhr | | Kot | | 
| | } | 
g | g cm |) § | g | g £ g | 
| | 
In den letzten| | In den 
6 Hunger- | letzten | N-Verlust 
| | | tagen 6 Hunger-| jin den letzten 
() 0 Oo; — — | 8dgKot | — tagen 
| | | feucht, durch- 6 Hungertagen 
| 24 g trocken schnittlich = 17,9 g 
| mit 0,60 g N — 3,00 gN 
7 : | | | | | 
) 0 028 | 390 1,84 | 0,21 | —1,77 | | Karmin 
| | |  Gesamt-N- 
) 0 0,28 190 | 0,86 | 0,21 | —0,79 | 
_ | | | Verlust 
) 0 0,28 | 690 1,41 | Kot Il 0,21 | —1,34 | 
| in 
) 0 0.28 840 1,85 995 g feucht, 0,21 | — 1,78 
“ adi © - arias | , >,, | Vorperiode Il | 
') QO | 0,28 1170 2.51 80 7 trocken 0,21 | — 2.44 | = aie , 
a =. | } amend 13,33 g N 
) 0 | 0,28 | 1720 | 1,65 | . ; | 0,21  —1,58 | 
| imit 1,96 g N — ae 
) 0 | 028 1210 1,31 0,21 | —1,24 | 
| os | | | : pro die 
) i) | 0,28 ; 870, 1,22 | 0,21 | —1,15 | 
0 | 028! 980 1,24. 0,28 | —1,24 
| | | | Gesamteinfuhr | 
O | 2,01 | 1170 1,84 | 0,18 | — 0,01 10,31 g N | Karmin 
| | | |= + 1,72 g N| 
__ | Kot I | Bhashtuaial 
O | 1,66 | 1230 | 2,05 0,18 | — 0,57 pro die 
32 ; ,; 
| i he fonete, | im Durchschnitt, 
’ | 1,06 | 870 | 1,91 |125 » trocken| 918 | —043 | gabei N-Verlust 
| | | | 
0 | 1,66 | 1130 | 1,59 mit 1,136 g N} 0,18 | —0,11 | 1,28 g N 
0 | 1,66 1200 | 1,17 | One| --oeg | Oreee 
| | | = — (),213 g N 
QO | 1,66 | 720 | 1,90 | 0,23 | — 0,47 | 
| | | | pro die 
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Tabelle |jlp 

















1 2 3 | 4 5 6 | 7 | 8 FF 
Brutto- | 

a | | ge. | Zusammensetzung | kalorien IN-Gehalt] N-Gehar 1 
suchs-| Periode | Datum | der adh ke Gor der 

ies | | wicht aidieiali pos 29 ke Standart-| Eiweif- 

| | andartnahrung Gewicht) kost zulagen , 

Nr. 1913 |g Kal. g g 

28 1.—8.1V. | 21 900) Wis in vorperiode Iie ca.130Kal, 0,23 |!0gkendaial 
29 2.—3, = desgl. * 130 » | 0,23 desg]. 

30 BAR | ; > 130 > | 0,23 

31 Haupt- | 4-5. | — . '» 130 >| 0,23 R 

32 | 5.6. | 22300 > 130 >| 0,23 

ag | PoC gg | . » 130 > | 0,28 

84) _ aa > » 130 >| 0,28 ' 

5 | OP ee | ; > 130 >| 0,23 

St an 9—10. | — > > 130 » | 0,23 

37 | }10.-11. | — | > > 130 >» | 0,23 

38 | Eiweifb) }41-12, | — | > |» 130 >» | 0,23 

39 | 12.—13. IV.) 22 400 Sept Slee 130Kal.| 0,21 Eten yy 
40 a— | ~ desgl. > 130 >» | 0,21 desgl. 

41 14.-15. | — > > 130 » | 0,214 » 

42 | 15-16. | — , » 130 >| 0,21 tt 
43 | 16.—-17. Iv.| ca.130Kal, 0,28 0 

44 | 17.—18. | ah desgl. >» 130 » | 0,28 0 

45 | Nach- |18—19. | — | » >» 130 » | 0,28 0 

46 | | 19.—20. 22 500, > » 130 >» 0,28 0) 

47 |Periode Ting 9, | _ | > > 130 >| 0,28 0 

48 21.22. | 21.900 : > 130 >| 0,28 0 

49 /22.—23. | — | > 1» 130 » | 0,28 0 Tt 
50 | 23.—24, IV.| 22 200! Wasser men’ Bedarf 0 | 0 0 

51 | Nach- |o4-95, | — desgl. 0 | 0 0 

52 | periode II! 2-—26 | _ | > | 0 | oO 0 

53 }26.—27, | — | > | Oo | 0 0 

54 | 127.28, | — | ; | o | oO 0 

55 | | 28.—29, IV.) 21 350 Wie in Vorperiode II ca.130Kal. | 0,28 0 

56 Vor- | 29-30. Rew desgl. '» 130 » | 0,28 0 

57 | 30.1V.—1.V.| 20 900 » '> 130 >| 0,28 0 

58 periode m 1-2. | — , > 130 >| 0,28 0 

59 } 2-38 | — > > 130 > | 0,28 0 

60 | * 20 350, mn i ae ae — 
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8 6 9 | 10 | 1 :| 12 13 4 | 1 | 16 $7 
" |N-Gehalt) Ge- | ¥ | N | Laer 
ov ff nicht samt-| urine) N | Bot | pro | y-Bilang) = S“Bilanz_— Bomer- 
" eiweif- | N- | im | pro die | pro | 
Veils : tale | mee ; : ie | , | Kk 
wen artiger | Ein- |M€MS€ [rin | Periode im | pro die Periode kungen 
“il Zulagen | fuhr | | Kot | | 
g g g | ccm g g g g | g | 
nd. Mileh |? ‘ | | 99 | ‘ | r : 
as , 1,93 | 1240 1,91 0,32 —0,30 | . Karmin 
MOEN . | " : 4 _ Gesamt-N-Einfuhr 
sgl |F 0) ) 1,93 | 940} 1,70 Kot IV | 932 —0,09 pt 
0 | 193} 1020/ 241} 460g | 032) —o50 | = 7288 - 
0 1,93 | 1390 | 2,19 feucht, | 0,32 —0,58 = 193g N pro die, 
> 0 1,93 | 1020 | 1,75 195 «| 0,32 —0,14 dabei ein N-Verlust 
. 0 1,93 660 | 1,34 "| 0,32 | +-0,27 von 481g 
; 0 193 | 1370) 230] tocken | g39) _ o@g 
a | | ‘ = pro Periode 
0 1,93 | 1090 | 2,25 mit =| 0,32 | — 0,64 apes 
0 1,93 | 1230 | 2,09 | 362 gN | 0,32) —048 9 — — 987 6 | 
0 193 1010 2,40 | 0,32 | —0,79 pro die | 
: 0 | 1,93 | 1080 2,38 | 0,42 | — 0,87 | 
ro tate mance exbinna maiencaE i i oy RON EEN 
ape QO | 262) 1000 | 2,77) Kot V | 0,14 | —0,27 | Gesamt-N-Einfuhr! Karmin 
Br | ‘ | - d = Yo 
al. 0 | 2,62 | 1110 | 2,52 |180gfeucht| 914 | —0,04 |= DAB EN 
. 0 | 262 | 700] 2,26 59g trocken 0,14 | +-0,22 \N-Verlust — 0,03 g, 
0 2,62 1100 | 2,42 \mit056gN 014 | +006 =—0,007¢prodie 
me | | a} ae pia die - , 
) O | 0,28 880 2,06 |) Kot yp | 9,145 | —1,93 BeieinerGesamt-N-| Karmin 
0 | 0,28 | 1170 | 1,78 177 g | 0,15 | —1,65 Einfuhrvon 1,96gN 
) 9 | 028 | 340) 0,92 |  feucht 0,19 | —0,79 | Gesamt-N-Verlust 
| | ’ | 
) O | 0,28 | 1250) 288, 51g | 045| —2,75 | = 1014 g 
) 0 | 0,28 | 1180 | 1,30 | — | 0,15 | —1,17 pro Periode 
¢ Qf ayn | m1 nd a6 4 
0 — 0,28 | ini | O,7d | 1,09 ¢ N | 0,15 — 0,62 i =— 1,45 g N 
| 0 | 028} 660 1,34 | 0,17 | — 1,23 | pro die 
| PE pita | | , | o» 
0 | O | 380) 1,02) Kot VII | 0,25 | —1,27 | Gesamt-N-Verlust | Karmin 
0 | 0 350 1,38 | 184¢ | 025 | —1,63 | im Hunger 
0 0 | 630] 1,72 | — 025! —197 | 7,39gN 
0 | 0 | 310] 1,01 | trocken | 0,25) —126 | =— 148g N 
Oo | 0 | 330 | 0,98 mit1,28gN 0,28 | —1,26 | pro Periode 
O | 0,28 | 1150 | 1,24 | i. — Bei einer N-Einfuhr, Karmin 
0 0.28 | 220 019. a —_ von 1,40 g ein 
0 | 028! 120 0,59 - I atthe 274 wel~ one 
| : = von 3,14 g N 
0 0,28 | 1600 | 2.05 | — — | a» —— $e Be | 
0 | 0,28} 440! 1,07 | — — | pro die 
ae ee ‘a me | a _ | Karmin 
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Tabelle III. Versuchsreihe an bei Schwein XV} 




































































1 [ 2 | 8 |e 5 | 6 | 7 | 8. 
| | | ee laces! Bae 
Ver- | | _kalorien |N-Gehalt’  N-Gehalt 
| . | | Ge- | Zusamensetzung pro 1 ke im. i | 
suchs-| Periode | Datum (I . ao ‘ 
| | wicht | der (bezogen Standart, Eiweif- 
lag | | “auf 15 cl eet | ' 
| | Standartnahrung | Gewicht) | | ulagen fe 
Nr. 1913 g | | Ka. | g | gg ff 
Juni | | i 
‘ Hunger, 
| a € 
| ilies 19.500 _ Wasser nach Bedarf | " o v ‘ 
2 | [22.3 desgl. | 0 | 0 0 | 
Vor- = | | | : 4 
3 | 2. > 0 0 0 | 
4 |periodel,) 6.—7. | — | > 0 0 | 0 
5 a ae > | Oo 0 0 
| Hunger | | | 
6 s—9. | — | : | 0 0 0 
7 | ~~ 7. | » 1 oO | © | oO 
a | 10.—11. om Se i. 0 0 | 0 
9 11.—12. 14150 Tiaglich: 380 g Starke, ca, 160Kal. | 0,23 0 
10 Vor- | 12—13.; — | 160g Zucker, 30g |» 160 » | 0,23 | 0 
11 |periode I) 18—14. | — atte 3 Beale |? 160 >| 0,23 0 
12 ‘Standart-| 14.—15 | 15 200 1 cem Cibil, 10 Tropf. » 160 » | 0,23 0 
13 | kost | 15—16.| — | ,q,itenchlorid, |,160 >| 088 | 0 
14 allein) 16.—17. | — | wochentlich /» 160 >» | 0,23 0 
15 7—,| — | Sr. |e +!) om 0 
, ~ Wie in Vorperiode II, | 20 g Fleisch mi Bt 
16 18.—19. | 14 700) Piety Se disdhe weniger \ca. 160 Kal. : 0,20 0,985 ¢ N+ 1 : 
a eee | ro desgl. f> 160 >) 0,20 raise EE 
[8 20.—21. — | > > 160 » | 0,20 desgl. 
19 21.22. | 15550) > /> 160 >| 0,20 ‘ 
o | oe.) | : >160 > 0,20 :, 
21 | periode 1) 2324. 15250 >» | +160 >| 020.) > — 
ae | 24.—25. | 15.700 ,Wwic,i Sarperiode Il, ca.160Kal.| 0,20 ‘Wie vorhe 
(iwell- 5% ; ae 
23 25.—26.| — desgl. > 160 > | 0,20 | desgl. 
24 | zulagen) 96-97,| — | > loo >| gee | 
| _ 0,85 ¢ N 
25 | 27.—28. | 15 550 > > 160 » | 0,20 |, Soo ¢ x 
| | /kondens. Mi! 
26 28.—29. | — > > 160 » , 0,20 desgl. 
9° ‘ ‘ Wie in V riode I], 2 
20 29.—30. nur 50 g Starke pos wl | > 160 > | 0,21 


i tie ieee 








XV|\MParallelversuch zu dem bei Schwein XVIII). 
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phalt 
or 

elf. 
igen 


Ve 
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y > | 10/11 | 12 / +18 | 4 | «#15 16 ; 
N-Gehalt | Ge- | ; | : | N ; oa | 
: nicht samt- | Urin- N Kot | dik N- N-Bilanz | 
jl eiweib- N- | im pro | ian Bilanz pro ‘Bemerkungen 
j ideal / im ; : 
lartiger Ein- |M€"8°) Urin | Periode | Kot pro die | Periode 
Zulagen  fuhr | | | 
pg | g |em| g |] | g g g 
: 420 | 4,34 | ' 009 | —-443 | | | Karmin. 
‘ ° _ . . | Kot I: | . Gesamt-N- 4 
| (0 0 | 1430 | 3,83 | sg0g | 0,09 | —3,92 Vestent 
‘ 0 0 1180: | 3,61 feucht, 0,09 = — 3,70 | im Hunger | 
0 | O 1230 | 3,265 16 g 0,09 | —3,355 | — 97.965 g N 
0 | 0 | 1000 | 2,50 | trocken | 9,09 | —2,59 — pro Periode | 
0 | O | 1030 | 2,43 | mit 0,09 | —2.52 |—_—341gN 
io | (CO | 1310 | 4,52 | 0142 |—464 
0 0,23 | 1120 | 1,21 | — 0,22 | —120 | Ba einer | Karmin. 
| O s ‘ | 
0 0,23 | 580 | 2,23 | 49, g | 0:22 | — 2,22 | N-Einfubr | 
92 | af . ‘ | 99 | __114¢@ von 1,61 g | 
0 0,23 | 3 tO 1 x f feucht, 0.22 | 1,16 N-Verlust | 
0 | 0,23 | 1050 | 1,415; 53 g 0,22 | —1,405 | des Korpers | 
0 | 0,23 | 910 | 1,71 | trocken | 0,92 | —14,70 | Pro Lenode | 
| ’ ’ | . 095 g | 
0 | 0,23 | 870 | 2,06 | , -_ - (),22 | —205 | =--1,585gN | 
} | 30 y ey | ie } 
0,23 | 1030 | 1,34 | “ "| 025 | —1,36 pro die | 
2,13 | 490 | 3,21 | Kot HI: | 0,49 | —1,57 | Bei einer | Karmin. 
213 | 940 1,72 | 335g | O49 | —008 | N-Einfuhr 
| | y 9° 
213 | 1350 | 1,74 | feucht, | g49 | —o1to | Yon 12,78 8 
913 | 940 | 291 | 116 g 0.4: | : N-Verlust 
“|v | o* | rockon au | — 0,57 = 2,54 g 
2,13 | 1200 | 1,85 | mit 0,49 | —0,21 |——042gN 
2,13 | 1160 | 1,64 | 295g N} 0,50 | —0,01 pro die 
213 | 1230 | 1,62 ave | Om |-++041 | Bei einer | Karmin. 
| | 0 ~ | Y . 
2.13 | 840 | 1,775|  ¢- ' | 0,0 | +0255  N-Einfuhr | 
213 | 980! 1,54 | fencht. | 0,10 | +0,49 | Von 12,626 g| 
| 20 ae N-Ansatz 
2,045 | 1310 | 2,585) , ye, | 010 | —0,59 | von 1,21 g N 
| | | | | pro Periode 
| 2.045) 1010 | 1,85 mane 0,10 | + 0,095 | = +.0,20gN | 
=, 060gN) ' Bern 
2,145) 660 | 1,495 0,10 | +-0,55 pro die 
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“a @ 3 4 5 6 | 7 | 8 
Brutto- | ; 
Ver- P kalorien 'N-Gehalt} N-Gehalt f 
| Ge- | Zusammensetzung noe ye, re : 
suchs- | Periode Datum | | a é B | ' m i I 
| | wicht der ' ( ezogen Standart-| Eiweif- 
lag | | | auf 15 kg! wF sieltiace, UR 
| Standartnahrung | Gewicht | = 4 eo y 
Nr. | 1913 g | Kal. | g | g ; 
| Juni/Juli ‘Wie in Vorperiode II, | | 0,893 g N 
28 | 30.—1. | 15 100 jedoch 25 g Starke ca.160Kal. 0,22 ‘eae 
| | weniger ‘kondens, Mile 
29 | | 1,—2. — | desgl. |» 160 » 0,22 | desgl. 
_ Haupt- | 1,21 gin Fleis: 
30 | | 2.--3. | 13100 > >» 160 » 0,22 | + 0,99¢N in 
| | ‘kondens. Mil: 
31 | periode J 3—4. | — | > ie 160 » | 0,22 | deszgl. 
32 | | 4-5 | . '> 160 >»; 0,22 | 
33 5.—6. | 15750) 2 '» 160 >» 0,22 
34 | | Bil | ee . /> 160 » | 0,22 | : 
on | | » .@ lament Wie in Wernesiede u, |. | | | ig 
35 | 7—8. |15700 gurdoig Stitke weniger Ca-140Kal,) 0,22 0 
36 | Nach- 8.9. | — | desgl. >» 140 » | 0,22 0 
| | 
37 | periode I 9.—10. | — | > | >» 140 >» 0,22 0) 
IB 10.—11. | — » |» 140 >| 0,22 0) 

Tagl. teow pee Zulagen | | Be Reis Pf 
3¢ ant? 5 - ns thin u. Cibi , . 2 ee 
” | ih ee. | ab a friher 750 ccm Wasser, ca.105Kal.| 0,42 mit 0,58 ge 
4 | Vor- | 12.—13. | — | desgl. | >» 105 » | 0,42 desgl. | 
41 | | 13.—14.| — > (> 105> | 0,42 > 
42 periode ll 14,.—15. |  ..  |wie vorher, nur 188 g Speck) » 90>» | 0,40 





| 
| von 200 g Speck | 
— | 24 ¢ iibrig gelassen | » 70>(?)) 0,27(?) 


| 
| | 
| 
! 





























43 | 15.—16 | 
| ; 59 g erbrochen(?) | 
H or, 
44 | 16.—17. | 14800 Wasser a 0 0 0 
4D Hunger- | 17.—18. | — desgl. 0 0 ) 
46 | ~ | 48.—29. — > 0 0- () 
47 | periode II) 19.—20. | — > 0 0 0 
48 | | 20.—21.; — > | O 0 0 
49 | | 21.—22.; — | » | 0) 0 0 
; | ‘50 g Speck, 70g Starke, 50 
50 | | 29.93. | 14150, ‘agckor, 350 com Wasser. |ca. 60 Kal.| 0,16 0 
| Vor- | Zulagen wie friher j 
51 93.—24.| — | desgl. > 60 » 0,16 0 - 
| de IV | | © ’ 
52 ype 24.25.) — , > 60 > | 016 of 
53 25.—26.; — | » >» 60 » | 0,16 0 
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le [iMortsetzung. 
8s £9 | 10 | 11 | 12 is | 14 i | 6 | 
ehalt N-Gehalt | Ge- | —_ 4 oN mem | 
s Fe nicht | samt-| Urin-| * Kot x die N- | N-Bilanz 
i eiweif- | N- | im pro aa '€’ Bilanz pro Bemerkungen 
velh- | Rin- |menge ,;.. : _ im | | : | 
ies artiger | Ein- | ©“| Urin | Periode | Kot | Pre on Periode | 
© PZulagen | fubr | | | 
g Bg | g |eccem| g g g g g | 
3¢N | | | | | Karmin 
eiscl | | | oe : | c ° 
et 60) 6/211 | 900] 1,84 | -. vy. | 0,20 |-+0,07 | Bei einer | 
18, Mile | | one | | N-Einfuhr | 
Ss ' | ry: 2) g | ¢ ‘ 
: e. 0 211 | 1080 | 1,53 aod 0,20 +038 on 16,42 ¢ N, 
LP leisc] | euchl, | — | 
opt 0 | 2,42 750 | 1,19 ‘a | 0,20 +1,03 | N-Ansatz 
Ss. Miley © g | 
me ‘ OFA | »y 0) . R von 3,08 g N 
sel. 0 2,42 1250 | 1,64 niin 0,20 Ht 0,68 | ‘8 | 
0 | 2,42 840 1,56 ail 0,20 |-+-0,66 | pro Periode — 
| , 
0 [242 | 820 | 2,08 |, 41, x | 0,20 |+0,14 | = + 0,44 g N | 
> 0 |242 | 880) 1,99 “| 0,21 |4-0,22 | pro die 
0 0 |022 | 780181 | Kot VI: | 0,24 — 1,80 | _ Bei einer Karmin 
( --) | 79 g | 0.21 1.98 | aan ok | 
) 9% Qe as | ina 1 0, yprore 2 
| 0,22 £70 108 feucht, | ° . ein N-Verlust | 
0) 0 0.22 | 670 | 1,46 (19¢ trocken| 0,21 |—1,45 | von 5,93 ¢gN | 
7 | | | <= — 1,48 g N 
0 0 {0,22 | 580 | 069 |mitO86eN) Q93 |_0,70 |  prodie | 
be — a co ee pee 
es P, 01,00 | 830 | 1,20 | Kot VIL: | 0,26 \—0,46 | In & Tagen ; seein 
" ? |. | S68 ; | N- Kinfuhr | 
esgl 0 |1,00 | 260 085 | feucnt, | 026 |—O11 | = 398 ¢ N, 
0) 1,00 270 | 1,31 0,26 |— 0,57 dabei 
80 g | | w 
0 (0,98 240 | 1,89 | so ocen | 026 |\— 1,17 | N-V ore | 
| + | vou ree [Orie u. Erbrochenes 
0 | 0,85(?)) ? ? a 026; 2 | = —958¢ 2 vermischt, daher 
- | _ 130 6 " 7 ai - einzoln nicht - 
() 0 | 0 | 150/193 | Kot VII: | 0,08 | 2,01 _ Gesamt-N- Karmin. 
0 0 | 0 | 830) 3,325| 172 ¢ | 008 3, 405| Ve mie in der 
| be feucht, | | unger- 
() 0 | 0 160 | 0.84 | Sy,’ | 0,08 —0,92 |" peviods: | 
0 0 | 0 190 | 0,79 | trocken | 0,08 |—0,87 | 9,395 g_| 
0 0 | O | 240 | 1,34 | mit | 0,08 — 1,42 = —1,57gN| 
0 Fo | o | 100] o69 |948¢N)| oo8 —o77| Prodie | 
0 0 (016 | 410| 1,41 | Kot IX: | 0,18 |—1,43 | -Kintuhr von | Karmin. 
: | | 80 g feucht, | Pon eX 
0 BF 9 [916 | 970 | 1,08 | ag | 0,18 |— 1,10 | Verinst = 4,71 g | 
) 0 / 0,16 | 620 | 0,95 trocken O18 ‘— 0,97 pro Periode | | 
() ps ( Q° ( mit 0,72 g N) sa 1,15 2 N 
; ) 0,16 370 1,19 0.18 —— 1,21 pro die 
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Tabelle |) | 
I 2 | 8 f+ * ( 7 8 
_ Brutto- | _ _ 
Ge- Zusammensetzung | ong got ties 
suchs- Periode Datum ib - 5 ; oe 
wicht der | | nt ib ke Standart-  Eiweif- 
tag | auf 15 kg es ae ee 
Standartnahrung |§ Gewicht) wont zulagen 
Nr. 1913 g Kal. g ¢ 
Juli | 120 ¢ Speck, 70g Starke, 30 g) | 100 g konden. 
»4 26.—27. | 14100 Zucker, Zulagen wie friiher,! ca. 60 Kal. 0.10  |densierte Mile, 
| 750 com Wasser | mit 1,42 ¢ \ 
rv’) 27.—28. | — desgl. | > 60 >» | 0,10 desgl. 
At 28.—29. | — > (> 60 > 0,10 
57 29.—30. | — > | > 60 > | 0,10 
58 30.—31.| — | > '> 60 » | 0,10 ; 
August | | | 
AY 31.—1. | — | > | >» 60 » 0,10 > 
60 1-2. | — | > |» 60 >» | 0,10 > 
61 a | » 60 > 0,10 
62 8—4. | 14350 : '> 60 > | 0,10 
63 Haupt- 4—5). | — | | » 60 » 0,10 > 
64 | 5—6. | — | > > 60 > | 0,10 > 
65  periode Il) 6.—7. 14 £250 > |» 60 » 0,10 . 
66 7-8 | — > > 60 » 0,10 
67 8.—9 | 14300 | > 60 > | 0,10 
ve | nur 1/, der bisherigen | ‘ | 9 | eo 
6d | 9.—10. | Nahrung bekommen » 12 >» | 0,02 0,286 g 
69 | 10.—11. | 14.000} Nahrung wie friher 1 , gg . | 0,10 | wie vorhe 
70 is: | | desgl. /> 60 > | 0,10 
71 12.—13. 14.300 > | » 60 » 0,10 > 
72 13.—14. | — } >» |» 60 » 0,10 > 
| | 
73 14-15.) — | » | » 60 » 0,10 
74 | 15.—16. | 14.350) > | > 60 » | 0,10 
75 | 16.—17. | - > >» 60 » | O10 | > 
76 1 17.—18.| — > >» 60 >» | 0.10 | _ 
my F Nahrung wie vorher, rT | | vas 
id 18.—19. 14 450 nur 80 g Zucker mehr ca. 80 Kal. 0,10 | de Sg) 
78 19.—20 | desgl. /» 80 > | 0,10 
| | | 
79 Haupt- 20.—21! — | > > 80 » | 0,10 
x0 21.—22,| — > > 80 > | 0,10 > 
ry periode II] 92.93 14.800 . > | 0,10 
x2 93.—24.| — | > _» 80 » | 0,10 | : 
&3 24.25. 14 450 > '> 80> | 0,10 | 
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lle ll ortsetzung. 
8 Fo | 0 | 1 | 12 | «+13 «| 14] U15lUd]l!lClUt!CUd]™CC 
wes 3 -Gehalt | Ge- ; . , oe | ae 
“i B nicht | samt- | Urin- N Kot | a N- N-Bilanz 
wei Peiweif- | N- | im pro |Pro he’ Bilanz pro Bemerkungen 
endl , .* ange so ? im , . 
lagen  attiger = Ein- mense) Urin | Periode | Kot (Pro die _ Periode 
' P Zulagen  fuhr | | | 
‘Bos |e jem] g | ¢ |} e/e| _e¢ 
beg enr | A | / _— | | ’ | Karmin 
142 ¢ \ 0 | 1,52 | 820? | 1,59? 0,08 |— 0,15? (etwas Urin verloren 
es. FF oo | 152 | 440 | 0,93 0,08 |+.0,51 | c= 
, 0 | 1,52) 490 | 0,97 | 0,08 |+- 0,47 | | 
0 1,52 | 830 | 1,32 0,08 |+-0,12 | | 
; 0 | 1,52 | 640 | 0,72 0,08 |-+-0,72 | | 
| Br te casa 
' 0 | 152) 780 | 0.98 0,08 |+046; 
> 0 1,52 | 690 | 0,98 | Kot X: | 008 |+0,46 | Gesamt-N- | 
0 1,52 | 600 | 0,69 349 g 0,08 |+- 0,75 Einfuhr | 
> fF 0 | 1,52) 680 | 0,82 0,08 |-++ 0,62 a 
> 0 | 1,52} 490 | 1,29 | 102g | 0,08 |+0,15 in 22 Tagen | 
' 0 | 1,52 | 570 | 0,58 | 0,08 |+- 0,86 | 
: : trocken ‘ i, N-Ansat 
0 152} 630 | 081 | — 0,08 |-+-0,63 nsatz | 
> 0 | 1,52 | 280 | 0,33 mit 0,08 |+- 1,11 = 12,63 g 
OEM 0 | O31 | 310 | 0.29 | 1,91 g N] 0,08 |—0,06 =+057gN, 
vorhe = 1,52 | 630 | 1,10 | 0,08 |+- 0,34 pro die 
0 1,52 | 400 | 0,56 | 0,08 |+- 0,88 
. 0 1,52 | 500 | 0,81 | 0,08 |-+- 0,63 
0 1,52 | 590 | 0,68 | 0,08 |+- 0,76 | 
0 1,52 | 620 | 0,89 | | 0,08 |-- 0,55 | 
> 0 1,52 | 410 | 0,66 | | 0,08 |-+- 0,78 
> 0 1,52 | 730 | 0,92 | 0,08 | 0,52 | 
O | 1,52 | 820 | 0,75 | 0,15 |4+-062 | 
scl He 8 8O 5 | | | | ee 
} 1,52 | 820 | 0,62 — 0,10 a 0,80 bee lees | Karmin. 
0 1,52 | 740 | 0,72 | 4g e 0,10 |+-0,70 | Gesamt-N- | 
| , r 
0 1,52 | 640 | 0,70 | feucht, | 0,10 |+ 0,72 Kinfuhr | 
, 0 1,52 | 650 | 0,57 | 26¢ | 0,10 +085 | Yon 10,648 NI 
: N-Ansatz | 
0 1,52 | 630 | 0,53 | trocken | 0,10 +089) __ 513 ¢ | 
> r com | mit | oe | 
: 0 1,52 | 590 | 0,98 ‘onde N| Oto +044 | = +0,73 g N| 
; oO 1,52 | 570 | 069  ”° ° | 010 +0,73 > pro die | 
i | | 


4 
& 
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Tabelle IV. Versuchsreihe bei Schwein XVIII (Fiitteruyy 






























































ci = + @ 4 | 5 6 | 7 | & 
Brutto- 4 
Ver- | | kedenton der| N-Gehalt | N-Gehal: § 
| —_ | Ge- | Zusammensetzung | Nahrung pen der ff 
suchs-| Periode | Datum | png 
| | wicht | der P ® |Standart-| Eiweif- 
tag | | | | |(bezogen “? kost Zulag ; 
| | | Standartnahrung Genie) agen 
Nr. | 1913 } s | Kal. g g 
Juni | | Hun | 
} € apd ger, 
| | 3.—4. | 17.700) Wasser nach Bedarf ° 0 0 
’ | r 
2 | Vor- | 4,—5. | — desgl. 0 0 () 
3 | .—6. — > 0 0 0 
4 |periodel 6.—7. | — > 0 0 0 
5 | | 72-8 | — > 0 0 0 
, H y 
b | ( eiaitil 8.—9. , > 0 | 0 0) 
7 | ee, | = > 0 | 0 0 
8 | }10—11.| — | > | 0 | 0 () 
9 11.12. | 13.500) Taglich: ca.150Kal., 0,22 0 
19 | Vor- | 49-43,| — | 380g Starke, 150 g/,150 > 0,22 0 
eee | Zucker, 30 g Butter,) | 
j2 | (Standart-) 44 15. | 145003 g Kochsalz, 1eem) , 150 » | 0,22 () 
oe re eo, | Cibil, 10 Tropfen | __ 
13 sr | 15.—16. | Eisenchlorid, 1250 g| > 150 » | 0,22 0 
14 | allein) | oo A | Wasser, wochentlich | , 1450 >» (0.22 () 
| | | | 0,3 g Lecithi 
15 7 | | hoot Toe 0 - 
16 | | 18.—19. | 13950} Wie in Vorperiode TI, (eq a50Kal.| 0,21 [87 80 tO 
| | nur 30 g Starke weniger | emit 0.50 ee 
| | 50) ig 
17 | u. | 19.—20.; — | desgl. > 150 » 0,21 desgl 
ie | ee > 150 >| 0,21 
19 | periode | 21.—22, | 14.800 > > 150 >| 021 | > 
20 | | 22.—23. | — | > > 150 >» 0,21 | > 
21 | (Zulagen | 23.—24. |15000} > st 150 > | O21" | 
| | 10 gFleische i 
22, | zur | 24.—25. | 15000 > ca.150Kal.| 0,21 fe 
| mit 0,28 ¢) 
23 | Standart-| 25.—26. > >» 150 » 0,21 desgl & 
24 | <i.) ~ , >150 >| 0,21 » &- 
25 | 27,—28. | 14.800 > |> 150 >| 0,21 "fond. Mid } 
| mit 0,28 ¢° ni. 
26 | 28,29. | — > >150 >| O21 | desl FF 
297 oe | — > > 150 >| O21 | , 
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Jeiner EiweiBgaben mit Zusatz vom Ammoncitrat und Harnstoff). 
































tteruy 
8 mw go | to! /] 12{] 18 | 4! «8 | 16 17 
a _ 
cs | Ge- | | | | | 
Gehalt f) N-Gehalt 7 N | Kot No. |ON-Bilanz | 
te L N Ge’ 1a . ss Urin- | | pro | N-Bilanz | | Bemer- 
d icht eiwei “| a | im | pro | die | | pro | 
well. F haltiger | “')" | menge | | im | pro die | | 
— iF fuhr | | Urin | iode | x | Periode kungen 
lagen / Zulagen pro die| | Urin | Periode | Kot eriode 
em gg |egsif;em;} gj} g | ef ge | g | 
| | ~ F | 9 1,0 8 
0 0 0 450 4,05 | 0,18 | — 4,23 tee EA 
: KotI: | | : . 
0 0 0 | 400 | 3,33 220 ¢ 0,18 | — 3,51 Gesamt- 
0 0 0 | 440 344 | feucht, | 018 | —3,62 | N-Verlust im 
0 0 0 | 650 | 2,87 40g | 0,18} —3,05 | — Hunger 
| sis eae k | i 28,365 g N 
0 0 0 | 885 345 | trocken | 018 | —3,63 | _ 355 o N 
| ‘ mit | | ee 
() O QO | 1110 2,74 | | 0,18 — 2,92 } pro die | 
: -n-| 149g N | | i | 
0 0) O | 1190 | 3,575 | | 0,18 | — 3,755 | 
() 6 | 0 | 490 | 3,42 | | 0.23 | — 3,65 | ; 
0) 0 | 0.22; 740/142 | y | ei —iae | pect | 108 
be BS , | ee | oy | Gesamte. | Karmin 
( 0 0,22 | 300 281 | ggg | 018 | —2,77 | hide . | 
| | : | | oe id Finfuhr 
0 0 | 0,22 460 | 1,61 | feucht, | 0,18 | —1.57 | von 1,54 ¢ 
0 0 | 0,22 | 590 | 1,42 | 31g | 0,18 | — 1,38 | oe 
| = 090 £ 
r 0 | 022) 780 | 0,995 — | 0,18 | —0,955 | pro Periode 
| mi 
0 0 | 022 | 1110 | 1,09 | | o18|—105 | =—1,48¢ 
4 | pret | 1,29 g N | | ma pro die 
0 F 0 | 022) 510 | 1,26 | | 0,81 | — 1,25 | 
3 =, wll + 7.96 | 950 | 5.23 | Kot Il: | 0.48 | + 1,55 | Beieiner | 1,0¢ 
1, Mil iB1 ¢ N tinal | ™ 7 36 ; — “| N-Einfuhr von | Karmin 
008" MgnAmmoncitrat, _ | ss 364 g | 43,35 g | 
esgl. desl. 7,26 | 1160 | 5,08 feucht, | 0,48 | +- 1,70 Pose eels d 
poe, ne hg 93 | N-Ansalz 
> 2 | 7,26 | 1085 | 6,68 ye | 0,48  -+ 0,10 == 4,985 g pro 
: | 7,26 | 1020 | 5,49 | 'ocken | g 4g | 41.499 Periode 
a: | sae is mit | | 5 | = +083 g N 
) > 7,26 | 1370 7,145 9.98 g N | 0,48 | — 0,365 | = + 0,83 g 
> — > 7,26 | 1050 | 6,07 | 048 | 0,71 pro die 
eisch - 9 ee j —_——— —_ —E ee : — = —_— 
N +? a _ ~ es | | 1,0 
Ai .- 7,04 | 980 | 5,74 | Kot IV | O11 +119 | Bei einer Sonia 
28 ee ad | 124g | | _. | N-Einfuhr von | 
sg. > 7,04 | 1130 | 6,22 Sait | 0,11 | +0,71 | 41,34 ¢ 
, : > 7,04 | 1120 | 5,81 9 ’ | O41 | +-1,12 N-Ansatz 
eis hat 4.015 g N de | 0 ~ | = 4,29 g N | 
Mie BB Rorm von U, 6,74 | 1060 | 6,84 | trocken | 0,11 | —0,21 pro Periode | 
. Mit Bt g N in Form. | . sia ~ 
1,28 2° mAmmoncitrat, | mit — ++ 0,715 BK N 
esl. J desgl. | 6,74 | 1020 | 6,80 | 9.70 o N | O11 | —0,17 pro die | 
> | 6,74 | 780! 494) © | 0,15 | +.1,65 
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f 
Tabelle J} 
a1 | 2 | 8--s 7. 5 | * | * | = 
| Brutto- | ; 
Ver- | kalorien der} N-Gehalt | N-Gehali [7 
| | Ge- Zusammensetzung | Nahrung | ass : 
suchs-| Periode | Datum | ane ih “ | ; cet & 
| wicht | der E ‘Standart-|  Eiweif.p 
tag | : (bezogen auf! ee 
mo | Standartnahrung | gecitty sie aulager 
Nr. 1913 g | Ka. | g - i 
Juni/Juli __| 50g Starke weniger, . beg tee grip 
28 | 30.—1. 14 750) sonst ca.150Kal.| 0,20 eo 1 hy 
wie in Vorperiode If | be ge of 
29 | 1,2. — desgl. '> 150 >» 0,20 | — desgl — 
j 110 gFleisch nae 
, Haupt | 9 _.; - P 10,40 g N43 
30 Pre} 23. | 15 100 » 150 > | 0,20 "ont. Mh 
mit 0,43 ¢ \ 
31 | periode iF 3.—4. | — | » » 150 » | 0,20 desg 
39 | | heh | me | > | » 150 » | 0,20 > 
33 | 5.—6. 14600, > > 150 » | 0,20 
34 | 6.—7. | — | >_> 150 >» | 0,20 
‘ ni | - » | any| Wie i Vo veri de Il, | : 
35 1.—8, | 14 700) at bie pide maul ca.140Kal.| 0,20 0 
36 | Nach- | 8-9, a desgl. >140 >| 0,20 () 
37 |periodel) g_10,) — > >140 >| 0,20 | 9 
38 | 1 10.—11.| — ‘ »140 >| 020 | 0 
ees agen, 200¢ Speck, 3 + agp pono | 5() ; Re a 
‘ my} 5 shenasche, 1 ccm |, - a0 g Revi 
39 11.12. | 14450) ENO tte isenchlorid. (C@-105Kal.) O42 i 
| lésung, 750 com Wasser : 
40) Vor- | 12.—13.| — desgl. » 105 >» 0,42 des¢! 
41 ‘od tI 13.—14.| — > >» 105 » 0,42 , 
oa See > »105 »| 0,42 , 
43 | 15.—16 - > » 105 » 0,39 . 
davon 15 g Speck ibrig 
a. ieee. ee | gelassen Pe 
| . a | Hunger, 
44 16.—17. | 15 100 Wasser aaah Bedarf 0 0 0 
45 17.—18. | — desgl. 0 0 0) 
Hunger- : ; 
46 18.—19 — . 0 0 0 
_ |periode II 
47 19.—20. | 14 400 > 0 0 0 
48 | 20.—21 — > 0 0 0 
49 | 21.—22.| — . 0 0 0. 
ye ,| 50 § Speck, 70 g Starke, 
50 | 22.23. | 13750)" * “bog Zucker, |ca.60Kal.| 0,16 0 
lor- Zul ie friih 
| OO | meedesgl. «| » GO > | 0,16 0 
62 |periode IV) 94 95. | — > > 60 > 0,16 0 
a3 | | 25. —26. — > >» 60 >» 0,16 0 
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elle |] Fortsetzung. 






































































































































~g Bw 9 | to | 11 | 12 oe |e) ww | 16 17 
: | 
i Ge- | 
* re ialy 4 - - | N Kot N N-Bil 
(rehial N — —_ Nrin- | sew | iene ilanz Lo 
der [picht quwes - 5 ‘ im pro die pro emer- 
Riweif-f haltager ri menge| im | pro die lk 
rulagenf Zulagen Bie. diel | Urin | Periode | Kot Periode | <ungen 
; | | | | 
g ; g | ecm | g | @¢ g eS | g | 
-ISCH ly | | 
boN , | i a ~ ome | 1 0 g 
5gN+j@\Vie vorher | 6,88 | 1180 | 6,095 0,21 | + 0,575 | 
+" - | | . Kot V: | Bei einer | Karmin 
dese desgl. 6,88 | 1010 | 6,00 217 g 0,21 | + 0,67 | N-Einfuhr von | 
e1sch 2 | : wo 
Ne: 6,855 | 1000 | 5,84 | Ffeucht, | go | +0805 | 40358 N | 
ey | | 44 N-Ansatz | 
dena ’ 6,855 | 1140 | 5,97 | trocken | 0,21 | +0,675 | = 6,335 g 
: 6,855 | 1210 6,36 mit 0,21 | + 0,285 | = + 9,905 g N | 
' 6855| 800 | 5,06 | 1498 N) o94 | 41585) Prodie | 
, 6,855| 890 | 4,88 0,23 | -+- 1,745 | 
— - Hi rt a ’ ~ = _ 1 ee | ee a ee oi ee 1 Og 
0 0,20 | 970/336 | . ¥, | 016 | —3,32 Bed, 8eN Einfabr ma 
0 0,20 | 430 | 0,72 |75gfeucht,| 0,16 | —0,68 | "6.99 oN 
0 0,20 | 600 | 2,05 | 168 trocken! 46 | _ 901 aes on 755 g N| 
mit 0,67 g N die 
0 0,20 | 430) 0,92 | — 0,19} —0,91 | Prom 
ye Rev P 0 1,00 | 880 | 1,02 .| 024 | —026 Bei einer 10 ¢ 
ae | ) "abe | “° | N-Rinfuhr von | Karmin 
desy 0 1,00 | 240 | 1,195) feucht, | 0,24 | — 0,435 4,97 g N 
0 1,00 | 170/148 | 62g° | 0,24 |—o,72 | N-Youust | 
0 1,00 | 220] 1,45 | trocken | 994 | —0,69 | wro Period 
, pie ol Bes anil , pro Periode 
; 270 | 1,44 027 | —0,71 | =—056g N 
wes | pro die 
a —— Be a — 
0 0 o | 130 | 1,33 0,07 | —1,40 10 ¢ 
. _ | Kot VIII: ,-~ |in der Il. Hunger-| Karmin 
() 0 340 1,185 130 g 0,07 me 1,255 periode — 
alg feucht, .; an 5 Tagen | ..heinlict 
0 0 QO | 110?) ? 19 g 0,07 ? N-Verlust etwas Urin 
trocken von 7,055 verloren 
0 0 0 | 180] 113 | “mit | 007 | —120 | 2 7’ g'N 
0 0 0 270 | 1,52 | 042g N{| 0,07 | —1,59 | pro die 
9 0 0 60 | 1,54 0,07 | —1,61 | 
My 0 0,16 230 | 0,68 Kot Ix: | 0,07 | —0,59 \Bei einer N-Finfubr| see 
von 
0 0 0,16 | 220 | 0,63 on — 0,07 | —0,54 | N-Verlust 8g) * 
‘ 0 0,16 | 200 | 0,53 |” fit‘ooe | 007 | —0,44 | =~ osssg N | 
() 0 0,16 260 | 0,70 0,07 | —0,61 pro die | 
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Tabelle I\fr 
i | 2 3 | 4 5 6 7 8 
| Brutto- 

Ver | | | Zusammensetzung ‘kalorien der| N-Gehalt N-Gehalt 
suchs- | Periode | Datum | - teenyiens der der 
ee | -_ der proikg |ctandart-| Eiwejf. 

. | wicht bezogen auf a lweih 
tag | | Standartnahrung , 1 kg kost zulagen 
Gewicht) 
Nr. | 1913 | g Kal. g g 
Juli | wi | 
b4 96.27, | 18-760] Speck und 18¢ Zucke |ca,60Kal| 0,16 | 08,8] 
weniger ’ mit 0,345 g\ 
»D 27.—28 — desgl. > 60 » 0,16 desgl. 

56 28.—29 — > > 60 » 0,16 > 

| 29.—30 — a >» 60 » 0,16 > 

58 30.—31 — > > 60 » 0,16 > 

| August 
59 | 31.—1. Gus > > 60 >» 0,16 > 
60 2 : >60 »| 0,16 ; 
61 - aoe , >60 »| 0,16 . 
Von der Nahrung 
62 a 4 ome 619 g feucht, 146 g trocken nem _— ie 
Haupt- brig gelassen 

63 é 4.—5. | 13100 Wie vorher ca. 60 Kal.| 0,16 0,345 g \ 

gg |Pemodell) gig | — desgl. > 60 >| 0,16 |  desgl 

65 | 6.—7. | 13150 > >» 60 >» 0,16 > 

66 | 7.8. _ > > 60 >» 0,16 

67 | 8.—9. | 13010 > > 60 » 0,16 

68 | 4a | = > > 60 >| 0,16 ; 

69 | 10.—11. — > >» 60 >» 0,16 

70 | 11—12.| — > > 60 > 0,16 

71 | 12.—13. | 13 100 > > 60 > 0,16 

72 | oH i ~ : > 60 »| 016 , 

73 14.—15. a | > > 60 >» 0,16 > 

74 15.—16. | — 1 > 60 >» 0,16 : 

75 16.—17.| — > > 60 >» 0,16 > 

76 17.-18.| — | > > 60 >| 0,16 * 

77 18.—19. | 13 160] Wie vorher, jedoch 80g |04 gQKal.| 0,16 desgl. 

78 19.-20.| — desgl. >80 >| 0,16 

79 Haupt- | 20.—21 —- > >» 80 » 0,16 > 

80 - a ay] 21.—22 — > >» 80 >» 0,16 > 

gy PeTuode III) 59 93, | 12.850 . > 80 >| 016 

82 23.—24. | — > > 80 >» 0,16 > 

83 | 24.—25, | 13 050 > > 80 >| 0,16 > 
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€ I\BFortsetzung. 
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————— NS 
9 | 10 | 11 | 12 | 14 15 16 | 17 | 18 
Ge- | 
N-G Pare | N Kot N  N-Bil 
eee | | Taine | | pro |N-Bilanz| Be- 
igs _ Ein- | im | pro die pro | 
altiger | © menge| | | im | pro die /merkungen 
Zulagen ee | Urin | Periode | Kot Periode | 
g | g | ccm] g | g g g g | 
3,015 g N | | | 1,9 g Karmin 
in Form von | 3,52) 280? | 1,06 ? 0,09 | + 2,252 | Vielleicht 
mmoncitré | t S U 
desgl. 3,52| 310 | 3,51 0,09 | — 0,10 Boose satay 
> 3,52} 380 | 1,635 0,09 | + 1,775 | gegangen 
2,565 g N 50 «| 236 ¢ 5S oh 
} als Harsetoff a | —_ 0,09 | + 0,59 Bei einer | 
desgl. 3,07} 450 | 2,43 0,09 | +-0,55 | 
| Kot X: N-Einfuhr | 
> 3,07} 225 | 1,53 0,09 | + 1,45 | 
, 3,07| 520 | 2,73 | 4288 | 0,09 | +.0,25 von | 
7 3,07} 260 | 1,34 Kot 0,09 | +1,64 | 444 g N 
3,07 | Im Riick- 
i — 1,72) 330 | 1,43 | feucht, | 0,09 | —0,17 | N-Ansatz stand 
_ |= 1,35 | | ; | 1,72 g N 
ce narétor | 8,07| 520 | 1,92 | *% & | O09 | +.1,06 m 
desgl. 3,07} 640 | 2,96 | Kot | 0,09 | +0,02 | 99 Versuchs-| 
> 3,07| 560 | 2,44 0,09 | +-0,54 
> 3,07| 570 | 2,82 | trocken | 0,09 | +-0,16 tagen 
> 3,07] 250 | 2,03 wii 0,09 | +0,95 | 19995 ¢ N | 
> 3,07] 470 | 2,55 0,09 | +-0,43 | 
> 3,07} 700 | 3,33 |2,01 g N| 0,09 | —0,35 |=-+0,47¢N 
, 3,07] 240 | 2,82 0,09 | +-0,16 - 
2,715 g N Or 7 pro die 
oe oN | 3,22] 250 | 2,64 0,09 | +0,49 
desgl. 3,22} 530 | 2,75 0,09 | + 0,38 
> 3,22) 630 | 3,07 0,09 | +-0,06 | 
> 3,22! 440 | 1,74 0,09 | +-1,39 
> 3,22) 890 | 3,22 0,09 | — 0,09 
| 3,22 660 | 4,05 0,03 | —0,86 | 
desgl. 3,22| 600 | 1,70 | Kot XI: | 0,07 | +1,45 Le Sar 1,0 g Karmin 
> 3,22; 440 | 1,16 | 165g | 007 | +-1,99 von | 
> 3,22/ 800 | 239 | feucht, | 007 | +0,76 | 2254 ¢ N 
> 3,22] 250 | 2,34 | 108 | 007) +081 | aa 
> trocken | = ug 
3,22) 320 | 2,84 a 0,07 | +031 | 5 Periode 
> | 3,22} 110 | 1,18 , 0,07 | +197 | 4 1,02 g 
> | 3,22) 210 | 335 |9,23 g N| 909 | —020 pro die | 
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Tabelle V. — Parallelversuchsreihen bei Schwein XI und XII. 
1 2 3 4 | 5 | 6 | 7 8s | 9 | 10 | 11 
— ; Schwein XI Schwein XII 
Ver Ver 
suchs-| suchs- | Datum . Zulagen 7 
‘od Ge Nahrung zur |Bemerkungen Ge Nahrung Zulagen zur Bemerkungen 
tage | periode wicht Nahrung wicht Nahrung 
1912 Gemischte Stall- Gemischte 
sii Vor- 11. Okt. | 11.000 nahrung 0 ae. 12 000 — 0 ee 
periode Ibis 6. Nov.] 15 700| (méglichst reizlos) 15 500) nahrung 
me 6.Nov.] 157 15 500} Hunger, 
‘dl Vor- i 15 700 Hunger, 0 a Wasser 0 sat 
periodell|bis 11. » | 12 '700|Wasser nach Bedarf | 14 000|nach Bedarf 
Vom 11. XI. inkl. ab | oo sg P 4,744¢ Nin Form! Urin und Kot 
¢ ; Vv. 3 000 Selich : 0 werden nicht | 14 200 von Harnstoff(in} werden nicht 
13 19. No t 300 g Pei ia icais gesammelt Nahrung 50 ccm Wasser) gesammelt 
20 26. » 12 800/30 g a. 2 g Kochsalz, 0 desgl. 14 300 wie desgl. desgl. 
_,.\0 g¢ Knochenasche, 1 ccm : 
27 3. Dez. | 13 050| c i! bils Fleischextrakt, 0 » 14 600 bei > > 
_,,|0 Lropf. verdiinnte Eisen- : 
37 13. » 12 500 chlortdlisung 0,005 gLe-| 0 > 14 600) Schwein > > 
7 cithin (in 1 ccm Methy]l- bis zum 
45 21. » 12 400!alkohol). Anfangs 600, 0 > 14 800 XI > 24. XII. > 
spater 1500 ccm Wasser = inkl. 

oo | Die Hungertage Am 27. XI1,1510g 
52 (51) Haupt 28.(27.)XII.} 12 200 “gleich far aie” 13 800 — ae tied 
: - ° . c r aie esamtgewic 
_ bis bis Hungerperiode © | Saseertene be Hunger 0 brig slamaen. 
5d (54) 31.(30.)XIL.} 10 900 | Schwein XI | 13 100 vom 28.—30. XII. 

7 periode eee : eingeschaltet _ Hunger 
| Vom 1.—4, inkl. 
57 31. XII. | 10 900 | oe 13 100| Nahrung |» 997g NinForm 
Nahrung wie vorher wie von Ammon- Tier fangtwieder 
60 4. I. 1913] 11 600 0 _- — | vorher |“Wasser geldst [2% schlecht zu 
ressen 
id Da die Tiere 
. p m Hunger- 
61 5. OL. a Hungert 0 schlecht frasen, — g _— 
/ , ger'ag neuer Hungertag tag 0 
7 | Versuch gobi ~ Versuch geht 
r " - noch mit unregel- | ‘noch mit unregel- 
62 6. I 11 500 -— — | maBiger Nah- | 12 900 —_— | — | maBiger Nah- 
| rungsaufnahme | ronieeninahaee 
bis 11. L weiter | ibis 11. I. weiter 
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Uber Titration kleiner Kohlensauremengen. 
Von 


Alfred Dorner. 





Mit einer Abbildung im Text. 





(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. November 1913.) 


Bei den Versuchen iiber Zellatmung wird die Kohlen- 
siureproduktion im hiesigen Laboratorium meist auf folgende 
Art gemessen: Die Zellsuspension wird in zwei gleiche Teile 
geteilt. Ein Teil wird sofort mit Phosphorsiure angeséuert und 
mit einem kohlenséurefreien Luftstrom bei Zimmertemperatur 
solange behandelt, bis keine Kohlenséure mehr abgegeben wird. 
Der mit Kohlensaure beladene Luftstrom passiert eine Baryt- 
losung und gibt hier seine Kohlenséure ab. Aus der Titer- 
iinderung der Barytlésung berechnet sich die praformierte 
Kohlenséure. Durch den andern Teil wird eine passende 
Zeit lang und bei passender Temperatur ein kohlensiaurefreier 
Luftstrom geleitet; dann wird mit Phosphorséure angesduert 
und weiter solange kohlensaurefreie Luft durchgeleitet, bis keine 
Kohlenséiure mehr abgegeben wird. Der mit Kohlenséure be- 
ladene Luftstrom passiert eine Barytldsung und gibt hier seine 
Kohlenséure ab. Aus der Titerénderung berechnet sich die 
Summe der praformierten plus neugebildeten Kohlen- 
siure und durch Subtraktion der priéformierten Kohlensaure 
die neugebildete oder Atmungskohlensaure. 

Die Methode, die also auf dem Pettenkoferschen Baryt- 
verfahren beruht, ist sehr einfach, wenn gréliere Kohlensaure- 
mengen zu bestimmen sind. Handelt es sich dagegen um die 
Bestimmung von nur wenigen Milligrammen, so wird die An- 
ordnung etwas komplizierter, im besonderen ist dann auf 
zweierlei zu achten: 

1. Die Kohlenséure der Luft mu&8 vollig ferngehalten 
werden; denn 100 ccm Laboratoriumsluft enthalten 0,1 mg 
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Kohlensaéure und mehr, also einen erheblichen Bruchteil der 
zu bestimmenden Menge. Der Apparat mu deshalb vor Be- 
ginn des Versuchs mit kohlensdurefreier Luft gespiilt werden, 
Einfiillung der Titrierfliissigkeiten und Titration haben im 
kohlenséurefreien Luftstrom zu geschehen. !) 

2. Damit die Titerabnahme der Barytlésung nicht zu klein 
wird, mu sehr verdiinnte Barytlésung, etwa 14/100 normale, be- 
nutzt werden. Solche Laugen absorbieren aus Gasgemischen, 
die nur einen minimalen Prozentsatz Kohlensaure enthalten, 
die Kohlenséure ziemlich langsam. Um trotzdem, ohne An- 
wendung allzu langer Absorptionswege, sicher zu sein, daB alle 
Kohlensiure absorbiert wird, wurde vorgeschlagen, die Baryt- 
lauge zu erhitzen.') 

Wird nun auch die Kohlensdure in der Hitze schneller 
absorbiert, so haben wir doch im Laufe der Zeit gesehen, dah 
mit der Erhitzung der Barytlauge ein erheblicher Mifstand ver- 
bunden ist. Es andert sich nimlich haufig der Titer der 
Barytlauge, weil die Glaser in der Hitze Stoffe an sie 
abgeben; auch wenn man ausgedimpfte Glaser benutzt, so 
nimmt der Titer bei Verwendung der gewohnlichen Glassorten 
zu (es wird Alkali abgegeben), bei Verwendung von Jenaer 
Glas ab (es wird Saéure abgegeben). Dazwischen findet man 
auch Glaser, die den Titer nur ganz unbetrichtlich Andern, 
und insbesondere sind lange gebrauchte Glaser resistenter 
gegen Barytlauge. Als viel giinstiger erwiesen sich Gefaéfe aus 
Quarz, deren Verwendung jedoch nicht nur der hohe Preis 
im Wege steht, sondern auch die Unbequemlichkeit der Be- 
schaffung und unsere Erfahrung, da’ kompliziertere GefaBe nicht 
so genau nach Vorschrift angefertigt werden, wie GlasgefaBe. 

Unter diesen Umstanden sind wir vom Erhitzen 
der Absorptionsflaschen wieder abgekommen. Wir ver- 
wenden jetzt hintereinander geschaltete, ausgedimpfte Flaschen 
aus gewohnlichem Glas, in denen nach dem Prinzip der Walter- 
schen Gaswaschflaschen der Absorptionsweg durch Schlangen- 
rohre verlingert wird, und die an ein Birettenpaar in der aus 
der Abbildung ersichtlichen Weise angeschlossen werden. 





') O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 261 (1909). 
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Sowohl die Saurebiirette, als auch die Barytbiirette sind 
an ihren Enden gegabelt, die Gabelzinken tragen an ihren 


Enden Glashahne (G). An die Hahne schliefen sich kapillare , 
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Gummischléuche und an diese Glaskapillaren. Die mit der 
Salzsaurebiirette verbundenen Kapillaren ragen tief in die Ab- 
sorptionsgefife hinein, wahrend die mit der Barytbiirette ver- 
bundenen kurz sind. Jedes Absorptionsgefif erhalt eine Saure- 
und eine Laugenkapillare. Das Volumen einer Absorptionsflasche 











428 Alfred Dorner, 


ist etwa 250 ccm, die absorbierende Barytlauge reicht bis zum 
Niveau N (wozu etwa 30 ccm Barytlauge notig sind). 

Die Kohlenséure entsteht durch Atmung oder durch An- 
siuern in dem Kolben K. Die in K mit Kohlenséure beladene 
Luft nimmt dann ihren Weg durch die Schlangenrohre von 
A und B, Barytlauge vor sich herschiebend. Die unterste 
Windung der Schlangenrohre ist senkrecht nach oben gebogen, 
man ist dann sicher, daB alles Gas durch die Schlange geht 
und nicht zum Teil durch die untere Offnung des Gaseinleitungs- 
rohres dem Weg durch die Schlange ausweicht. 

Die Salzséiure ist mit Phenolphthalein versetzt und genau 
1/100 normal. Die Barytlauge wird annéhernd !/100-normal in 
einem Jenaer Glaskolben heif hergestellt und nach dem Ab- 
kiihlen in die mit der Barytbiirette verbundene Vorratsflasche 
iibergefiihrt. Ihr genauer Titer wird im kohlensdurefreien Luft- 
strom mit !/100-normal-Salzséure bestimmt. 

Bevor man die Anordnung beniitzt, tiberzeugt man sich 
durch einen blinden Versuch, da sich der Titer der Barytlauge 
in den AbsorptionsgefaéBen bei Durchleitung kohlensiurefreier 
Luft, innerhalb der in Betracht kommenden Zeiten, nicht andert. 

Zur Bestimmung wird der Apparat zunachst mit kohlen- 
siurefreier Luft gespiilt, indem man einen schnellen Luftstrom 
kohlenséurefreier Luft 10 Minuten durchgehen Ja{t; dann fiillt 
man in jede Absorptionsflasche 30 ccm Barytlauge, dann durch 
den Tropftrichter T in den Kolben K die kohlensaéurebildende 
Fliissigkeit und eventuell Phosphorsiéure, stellt den Luftstrom 
auf 150 ccm pro Minute und Ja%t ihn eine Stunde lang durch 
den Apparat durchgehen. Mehr als 3 mg Kohlensaure diirfen 
nicht vorgelegt werden. Nach einer Stunde titriert man, ohne 
den Luftstrom abzustellen. Aus der Titerabnahme in A tind 
B berechnet sich die absorbierte Kohlenséuremenge (1 ccm 
'/100-normal-Salzsiiure — 0,22 mg Kohlensdure). 

Das in der Barytlauge suspendierte Baryumcarbonat stort 
die Titration nicht, besonders da die Salzséurekapillare in die 
Fliissigkeit hineinragt, und Kohlensaure, die sich an der EKin- 
trittsstelle der Salzsiure aus Baryumcarbonat durch unvor- 
sichtiges Zugeben von Salzsaéure etwa entwickeln sollte, durch 
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die tiberschiissige Barytlauge wieder in Baryumcarbonat tiber- 
gefiihrt wird. Natiirlich darf nie soviel Salzsiure zugegeben 
werden, daf im ganzen ein Saureiiberschuf} entsteht.') 

Die maximale Menge Kohlensiure, die bei bestimmten 
Dimensionen der Absorptionsflaschen und bei einer bestimmten 
Geschwindigkeit des Luftstroms vorgelegt werden darf, ohne 
daB Kohlenséiure wegen unvollstaéndiger Absorption verloren 
geht, mufi bekannt sein. Die Priifung geschieht mit reinen, 
nach Lunge hergestellten Sodalisungen, wobei dann statt des 
Tropftrichters T in den Kolben K die Spitze einer mit Soda- 
losung gefiillten Biirette?) hineinragt. Der Kolben K enthalt 
10°/oige ausgekochte Phosphorséurelésung. 

Verbrauchten beispielsweise 40 ccm einer reinen Soda- 
losung bei direkter Titration’) 12,8 ccm '/100-normal-Salzsiiure, so 
wurde aus der gleichen Menge Sodalésung nach Ansiuern und 
Ubertreiben der Kohlensiure in die Absorptionsflaschen hier ein 
Titerverlust entsprechend 12,6 bis 12,9 ecm !/100-normal-Salz- 
siiure gefunden, wenn die Geschwindigkeit des Luftstroms 150ccm 
pro Minute war. Wurde dagegen bei gleicher Geschwindigkeit 
des Luftstroms die doppelte Menge Soda vorgelegt, so wurde 
nicht mehr alle Kohlensaéure zurtickgehalten. 

Was die Genauigkeit der Bestimmungen anbetrifft, so 
ist der Fehler etwa 0,2 cem auf die Anzahl der verbrauchten 
Kubikzentimeter !/100-normal-Salzsiéure. 





Die vorstehenden Versuche wurden auf Veranlassung von Herrn 
Dr. Warburg ausgefiihrt. 


‘) Bekanntlich reagiert Baryumcarbonat gegeniiber Phenolphthalein 
etwas alkalisch. Baryumchlorid jedoch bringt, wie Sérensen fand (C. R. 
du Lab. de Carlsberg, Bd’ 9, 3. Lieferung, S. 147), die Rotfairbung solcher 
Fliissigkeiten zum Verschwinden. Wie aus den Kontrollen hervorgeht, 
geniigte bei unserer Anordnung die vorhandene Menge Baryumchlorid, um 
den Carbonatfehler zu vermeiden. 

*) Die Sodabiirette wird in der tiblichen Weise durch Natronkalk- 
réhren gegen die Luftkohlensdure geschiitzt. Beziiglich der Anordnung 
vergleiche die Abbildung bei Warburg, loc. cit. 

8) Es wurde mit iiberschiissiger "/100-HCl gekocht, nach dem Ab- 
kiihlen Phenolphthalein zugegeben und mit Barytlauge zuriicktitriert. 








Untersuchungen diber die chemische Zusammensetzung 
und Bildung der Enzyme. 


IX. Mitteilung. 
Zur Kenntnis der Invertasebildung. 


Von 


Hans Euler und Harald Cramér. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. November 1913.) 





Bevor wir tiber die in dieser Arbeit mitzuteilenden neuen 
Versuche berichten, wollen wir an die Resultate erinnern, 
welche bis jetzt beziiglich des Verlaufs der Invertasebildung im 
hiesigen Laboratorium gewonnen worden sind. Seit der Ver- 
Offentlichung der letzten dieser Arbeiten ist eine Abhandlung 
von Meisenheimer, Gambarjan und Semper’) erschienen. 
Diese Arbeit, sowie eine Kritik derselben von Lichtwitz?) 
werden wir im Zusammenhang mit den oben genannten Unter- 
suchungen zu besprechen haben. 

Bei den 1910 angestellten orientierenden Versuchen®) 
war eine ziemlich umsténdliche Methodik zur Anwendung ge- 
kommen, indem die unter verschiedenen Bedingungen kultivierte 
Hefe getrocknet und zur Gewinnung der Invertase mit Wasser 
extrahiert wurde. Bald darauf wurde das einfachere und zu- 
verlissigere Verfahren gewihlt, die Invertase in der yor- 
behandelten Hefe selbst zur Wirkung kommen zu lassen. Schon 
Q’Sullivan und Thompson,‘) sowie Brown) hatten in 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 54, S. 122 (1913). 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 56, S. 160 (1913). 

*) Euler und af Ugglas, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 3, 
S. 34 (1910). 

*) Journ. Chem. Soc., Bd. 61, S. 926 (1892). 

5) Journ. Chem. Soc., Bd. 81, S. 373 (1902). 
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dieser Weise Inversionsversuche angestellt, und es wurde nun 
eine Methode ausgearbeitet, welche gestattete, exakte Angaben 
iiber die Geschwindigkeit durch Ermittelung der Inversions- 
1 a | 
konstanten k = — In ——— zu machen.') 
t a—x 
Die vorbehandelte Hefe wurde abgepreft und in einer 
Rohrzuckerlosung aufgeschlemmt, und zwar 0,25 g Hefe in 
25 ccm 16°/oiger Rohrzuckerlésung bezw. in einer Mischung 
von 20 ccm 20°/oiger Rohrzuckerlésung und 10 ccm 1 °/oiger 
NaH,PO,-Lésung.?) Nach verschiedenen Zeiten wurde die Re- 
aktion durch Zusatz von 10 ccm 5°%/oiger Sodalésung abge- 
brochen worauf die abfiltrierte Lésung im Polarisationsapparat 
untersucht wurde und zwar im 1 dm-Rohr bei etwa 20°. 


EinfluB von Rohrzucker, Glukose und Fruktose. 


Die ersten mit Reinkulturhefe angestellten Versuche galten 
dem Vergleich von Hefezellen, welche einerseits mit dem Sub- 
strat, anderseits mit den Spaltprodukten des Rohrzuckers vor- 
behandelt worden waren. Durch dieselben sollte endgiiltig 
konstatiert werden, ob in lebenden Hefezellen eine Hemmung 
der Invertase durch die Spaltprodukte des Substrates eintritt, 
wie dies bei dem isolierten Enzym beobachtet worden war. 

Bei diesen Versuchen von Euler und D. Johansson 
und den spiteren von Euler und Mayer wurde etwa 3g 
Hefe in 200 ccm einer Nahrlésung eingefiihrt, welche im Liter 
enthielt : 

0,25 g MgSO, 5 g KH,PO, 
4» Asparagin 20 » Zucker. 

Es wurden also Parallelversuche angestellt mit solchen 
Losungen, welchen einerseits Rohrzucker, anderseits Trauben- 
zucker zugesetzt war. Als Ergebnis fiihren wir die in folgender 
Tabelle enthaltenen Werte an: 





1) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr., Bd. 71, S. 20 (1911). 

*) Durch die Anwesenheit von Phosphat wird bei allen Versuchen 
eine geeignete und sehr nahe gleiche Konzentration der H-lonen ein- 
gehalten. 
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; Dauer der Vorbehandlung in Stunden 
Zucker — 
o | 2 | m1 | gg |= 119 
Glukose ...-.] go | 82 | 88 | 87 | 86 
Rohrzucker. .. . | 98 | 101 100 | 100 





Es zeigte sich also deutlich, da die Erhéhung des In- 
vertasegehaltes, welche bei der Vorbehandlung der Hefe mit 
Rohrzucker eintritt, sicher nicht spezifisch ist. Vielmehr wird 
durch eine entsprechende Vorbehandlung mit Glukose ebenfalls 
eine sehr starke Enzymbildung — annahernd 300°/o — erzielt.') 

Diese unerwarteten Ergebnisse haben in neuester Zeit 
eine vollstaindige Bestétigung durch eine eingehende Unter- 
suchung von Meisenheimer, Gambarjan und Semper ge- 
funden (I. c.). Mit der gleichen Methodik wie Euler und 
Meyer fanden die genannten Forscher z. B. folgende Inver- 


sionskonstanten : 
ina eT ECT) 


Nach Stunden Auf Glukose Auf Rohrzucker 








0 28 28 
26 97 115 
72 103 | 120 
96 | 105 | 139 


Meisenheimer und seine Mitarbeiter haben noch eine 
zweite Arbeitsmethode gewihlt, welche von der unseren be- 
sonders dadurch abwich, daB die Vorbehandlung der unter- 
girigen Bierhefe in reiner Zuckerlésung geschah, also ohne Zu- 
satz anderer organischer oder unorganischer Nahrstoffe. 


Die Garung dieser Hefe in den reinen Rohrzuckerlésungen wurde 
nach bestimmten Zeiten (1—2 Tagen) durch Abkihlen mit Eis unterbrochen. 


‘) Was den relativen Grad der Enzymbildung angeht, welcher einer- 
seits in Rohrzucker, anderseits in Glukose erhalten wird, so ist derselbe 
in hohem Grad von Zuckerkonzentration, Hefenmenge und anderen Ver- 
suchsbedingungen abhangig. In der Regel wird durch Rohrzucker eine 
etwas kriftigere Wirkung erzielt. Hierzu ist zu bemerken, daB bei der 
Vorbehandlung die Saccharose in kurzer Zeit invertiert ist, und dann 
tatsichlich eine Invertzuckerlésung vorliegt. Invertzucker und besonders 
Fruktose hat Meisenheimer besonders wirksam gefunden. 





Be aa, 
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Von der sich bald zu Boden setzenden Hefe wurde abdekantiert und eine 
Probe zur Anfertigung von Prefisaft und Acetonfillung entnommen; der 
Rest wurde mit neuer Zuckerlésung iiberschichtet usw. 

Die Priifung der im Exsikkator gut getrockneten Acetonfillung auf 
ihren Invertasegehalt wurde mit 0,002 g oder mit 0,004 g in schwach an- 
gesiuerter Zuckerlésung bei 20° vorgenommen. 


Da die Mitteilung von Meisenheimer, welche eine Be- 
sprechung der Versuche von Lichtwitz enthielt, diesen zu 
einer Gegenkritik veranlaBte, welcher wir unserseits nicht bei- 
pflichten kénnen, sei gleich hier die Aufmerksamkeit auf unsere 
Versuchsbedingungen gelenkt, um mifverstiindliche Deutungen 
der experimentellen Ergebnisse, welche mit unserer Methodik 
gewonnen worden sind, von vornherein auszuschliefen. 

Bei den ersten Versuchen von D. Johansson wurden 
in 100 ccm Nahrlosung 1,5 g Hefe, bei den spateren’) 1 g Hefe 
angewandt. Letzteres Verhiltnis wahlten auch Euler und 
Meyer?) bei den |. c. S. 285 u. ff. angegebenen Versuchen; nur 
bei der ersten Serie geschah die Vorbehandlung mit 2 g Hefe 
in 100 ccm. 

Unter den angegebenen Bedingungen befindet sich nach 
direkten Zahlungen, welche wir Herrn Doktor B. Palm ver- 
danken, beim Einwaégen der Hefe in die Fliissigkeit 18 - 10!° 
Zellen. 

Es wurde ferner besonders festgestellt, daf in dieser 
Lésung bezw. in dieser Aufschlammung von Zellen ein deut- 
liches Wachstum eintritt, solange der Hefe vergiérbarer Zucker 
zur Verfiigung steht. 

1 g frische Hefe in 100 ccm Nihrlésung. 

Zellenzahl beim Beginn des Versuchs: 18 . 10!° 
> nach 24 Stunden: 31-10! ¢ Garung. 
> » 48 » : 34 - 10!° 

Indessen zeigte nicht allein die zunehmende Zellenzahl, 
sondern auch das Aussehen der Hefe,*) daf es sich unter diesen 
Umstanden keineswegs um eine Autolyse handeln kann. Viel- 





‘) Euler und D. Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 84, S. 274 (1912). 

*) Euler und H. Meyer, Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 274 (1912). 

*) In der tiberwiegenden Anzahl der gezihlten Zellen hatten sich 
die Vakuolen zu einer einzigen vereinigt. 
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mehr war daran zu denken, inwiefern die Verjiingung der Zellen 
die Verstiirkung der Enzymwirkung verursachen kann. 

Schon in der vorhergehenden Arbeit wurde in Riicksicht 
darauf, dai die Hefe unter der Vorbehandlung eine weitgehende 
allgemeine Kraftigung erfahrt, gepriift, ob und in welchem 
Grade die Garwirkung der Hefe gleichzeitig mit der Inversions- 
fahigkeit zunimmt. Die Versuche von Euler und Johansson 
haben gezeigt, dali die erwartete Erhéhung der Garkraft bei 
der von uns gewahlten Art der Vorbehandlung nicht eintritt, 
dai vielmehr unter den gewahlten Umstianden die Garkraft 
der Hefe stindig sinkt. Es geht dies aus den beiden Figuren 
auf Seite 106 der genannten Mitteilung hervor. 

Wiihrend z. B. das Inversionsvermégen der Hefe nach 
40 stiindiger Vorbehandlung auf mehr als das Dreifache steigt, 
ist in der gleichen Zeit die Girkraft geringer als zu Anfang 
der Vorbehandlung geworden. Wéahrend dann weiter die In- 
versionskraft in den folgenden Tagen immer noch erheblich 
zunimmt, wird gleichzeitig die Garkraft ganz auf erordentlich 
stark geschwicht, so daB, wenn wir das Verhialtnis der beiden 
Enzymwirkungen in den Figuren gewahlten relativen Kinheiten 
ausdriicken, der Zahlenwert dieses Verhaltnisses betragt: 

Inversionskraft : Gérkraft: 
Vor Beginn der Vorbehandlung 50 :3>=me 14, 
Nach 100stiindiger Vorbehandlung 150 : 10 = 15,0. 

Wir haben auf Grund dieser Versuche dann auch als 
Ergebnis angegeben, daf die von uns beobachtete Enzymbildung 
nicht auf eine allgemeine Erhéhung der vitalen Tatigkeit zurtick- 
gefiihrt werden kann. 

Daf es sich bei den im hiesigen Laboratorium ausge- 
fiihrten Versuchen nicht um eine vermehrte Invertasewirkung 
im beschadigten Anteil der Zellen handelt, wird jedenfalls auch 
dadurch widerlegt, daB gerade da, wo weitgehende Autolyse 
stattfindet, also beim Stehen der Hefe in reinem Wasser keine 
oder héchstens eine geringe Enzymbildung zu beobachten war. 

Es seien nun einige Versuche angefiihrt, welche in Riick- 
sicht auf die Angaben von Lichtwitz') ausgefihrt wurden. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 129, 1912. 
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Dieselben liefen die Annahme offen, dai beim Einimpfen 
weniger Zellen in eine Nahrlésung, in welcher starkes Wachs- 
tum eintritt, andere Vorbehandlungserscheinungen auftreten als 
unter den von uns gewahlten Bedingungen. Dies ist, wie sich 
ergeben hat, nicht der Fall, so da’ wir ebensowenig wie 
Meisenheimer die Ergebnisse von Licht witz erkliéren kinnen. 


Vorbehandlung wachsender Hefezellen 
mit Rohrzucker bezw. Glukose. 


10 ccm Hefenemulsion (Reinkultur der Hefe H) wurden steril 
inzweiKolbeneingefiihrt, welche je 500ccm Lindners Nahrlésung 
mit 25 g Rohrzucker bezw. 25 g Glukose enthielten. Nach Ver- 
lauf von zwei Tagen wurden aus diesen Kolben wiederum je 10ccm 
entnommen und in entsprechende neue LOsungen eingefiihrt, 
und dieses Uberimpfen wurde noch ein drittes Mal wiederholt. 

Mit den so erhaltenen Kulturen wurden nach zwei Tagen 
Inversionsversuche angestellt (A); da aber bei diesen Versuchen 
die Inversion sehr schwach war, wurde aus der vorletzten 
der obigen Kulturen eine Uberimpfung von 30 ccm Emulsion 
angestellt, und nach zwei weiteren Tagen wurden mit diesen 
Kulturen die Inversionsversuche (B) ausgefiihrt. 

Gleichzeitig mit den Inversionsversuchen wurde in jedem 
Kolben die Zellenanzahl mikroskopisch durch Zahlen festgestellt. 

Zur Ausfiihrung der Inversionsversuche wurden jedem 
Kolben nach kriftigem Umschiitteln 10 ccm Emulsion ent- 
nommen, welche in 20cem 20°/oiger Rohrzuckerlésung -+- 10ccm 
{1 °/oiger L6sung von NaH,PO, eingetragen wurde. Die Reaktion 
wurde mit 10 ccm 5°/oiger Sodalésung abgebrochen. 


1. Versuchsreihe A. 











Rohrzucker. 

I. Zellenanzahl: 222,0. II. Zellenanzahl: 161,6. 
Drehung der Nahrlésung: — 0,07°. Drehung der Nahrlésung: — 0,05°. 
ee Fe 

Minuten | a | k- 10° Minuten | a | k-+ 108 

0 5,54 — 0 5,52 | _ 

60 5,48 60 60 5,49 | 50 

180 5,38 53 180 | 5,41 43 
270 5,30 54 270 | 5,34 | 45 
x = ae .e |~n |] — 
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Glukose. 
II. Zellenanzahl: 145,0. 


I. Zellenanzahl: 139,4. 
Drehung der Nahrlésung: -+-0,18°. 


Drehung der Nahrlésung: + 0,18°. 


























Minuten a | k - 10° Minuten a k - 108 
o | 562) — 0 5,54 ‘al 
60 549 | 30 60 5,51 30 
180 | 442 | . 33 180 5,43 31 
270 5,38 | Bl 270 5.40 31 
o | —1,77 | — co | —1,77 — 
, , ; bee k - 108 

Hieraus ergaben sich folgende Mittelwerte fiir: ———-——___.. 
Zellenanzahl 

I. II. 

Rohrzucker 25 28 

Glukose 23 21. 


2. Versuchsreihe B. 


Rohrzucker. 





II. Zellenanzahl: 391,9. 


I. Zellenanzahl: 337,9. 
Drehung der Nahrlésung : — 0,22 °. 


Drehung der Nahrlisung : —0,20°. 


















































rr) 
Minuten a k - 10° Minuten v7 k - 105 

0 5,48 _ 0 5,48 cow 3 
60 5,32 16,2 60 5,30 16,8 : 
120 5,17 15,9 120 5,18 15,3 : 
240) 4,89 15,4 240 4,88 15,7 ; 
- —1,75 ma x — 1,75 - , 
Glukose. 
I. Zellenanzahl: 402,0. II. Zellenanzahl : 365,0. 1 
Drehung der Nahrlésung: + 0,43”. Drehung der Niahrlésung: -++- 0;43°. : 
Minuten a k - 10° Minuten a k - 105 i 
0 5,48 en 0 5,48 - | 
60 5,35 13,1 60 5,36 | 121 
120 5,24 12,2 120 5,26 11,2 
240 5,00 12,4 240 5,02 11,9 
1 — 1,75 — oo — 1,75 ~ i 
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k- 108 
Die Mittelwerte -~—-——————— dieser Versuchsreihe sind: 
Zellenzahl 
I. Il. 
Rohrzucker 47 41 
Glukose 31 32 


° 8 
Der fiir deu Quotienten a erhaltene Wert fiir un- 


Zellenzahl 
vorbehandelte Hefe ist 9,0. 

Das Ergebnis der Vorbehandlung ist also unter Bedingungen, 
welche denen von Lichtwitz sehr nahe kommen, das gleiche 
wie das friiher von uns und dann auch von Meisenheimer 
erhaltene: Es wird sowohl durch Rohrzucker als durch die 
Spaltprodukte desselben eine Invertasebildung erzielt. Fiir eine 
«Fermenthemmung» wurden keine Anhaltspunkte gefunden. 

Ein wesentlicher Teil unserer Versuche galt der Frage, 
in welcher Weise die Enzymbildung fortschreitet. In dieser 
Hinsicht war in diesem Laboratorium bereits ein anderes Enzym, 
die Galaktase, untersucht worden, und es hatte sich ergeben, 
dab bei der Kultur der Hefe in einer bestimmten Nahrlésung 
ein Maximum der betreffenden Enzymwirkung erreicht wird. 
Auch fiir die Invertasewirkung ergab sich ein dhnliches Resul- 
tat, wie aus der Figur Seite 394 (Diese Zeitschr., Bd. 76) 
sowie aus dem Vergleich zwischen den gefundenen und den 
aus der Enzymbildungskonstanten berechneten Werten der 
Inversionsgeschwindigkeit hervorgeht. 

Das so erhaltene Maximum gilt jedoch nur, solange die 
Hefe sich in ein und derselben Nahrlésung befindet. Wird die 
Hefe, nachdem sie das erste Maximum erreicht hat, oder wihrend 
sie demselben zustrebt, in eine frische Nihrlésung von der 
gleichen Zusammensetzung wie die erste iibergefiihrt, so tritt 
eine weitere Vermehrung der Enzymwirkung ein, und diese 
Uberimpfung kann mit dem gleichen Erfolg mehrmals wieder- 
holt werden. Auf diese Weise gelangt man schlieSlich zu recht 
erheblichen Betrigen der Enzymanreicherung; Euler und Meyer 
erzielten so eine Vermehrung der Invertasewirkung im Ver- 
haltnis 1 : 7,5. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXX VIII. 30 
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Invertasebildung und Stickstoffnahrung. 


Aller Wahrscheinlichkeit nach ist die Invertasebildung 
mit der Neubildung des Protoplasmas der Hefezellen aufs engste 
verkniipft. Der Aufbau des Protoplasmas ist aber wiederum 
abhingig einerseits von der Energie liefernden Gérung, ander- 
seits von dem Gehalt der Nahrlosung an geeigneten NH, lie- 
fernden Substanzen. Es war also von vornherein anzunehmen, 
dafi die Natur der Stickstoffnahrung die Invertasebildung beein- 
flussen wird. Einstweilen hat sich indessen noch kein grofer 
Unterschied in dieser Hinsicht ergeben, wie die folgende Zu- 
sammenstellung zeigt. 

















Stunden der | —————————SWNathrlsung enthalt 
Vorbehandlung Asparagin | Glykokoll | Ammoniumsulfat 
0 38 37 35 
20 70 70 69 
100 72 88 85 
150 73 88 86 











Sogar wenn der zur Vorbehandlung verwandten Lésung 
iiberhaupt kein Stickstoffmaterial zugesetzt wird, tritt noch eine 
Invertasebildung ein, allerdings in geringerem Mafe. 

DaB in den Hefezellen die Neubildung des Protoplasmas 
an die Zuckergiarung gekniipft ist, haben die grundlegenden 
Studien F. Ehrlichs gezeigt. Wéahrend fiir andere Zellen, wie 
z. B. Willia anomala, einerseits Aminosiéuren, anderseits un- 
vergirbares, kohlenstoffhaltiges Material, wie Glycerin, sogar 
Alkohol zum Aufbau der lebenden Substanz geniigt, ist die 
Hefezelle in dieser Hinsicht auf die vergarbaren Zuckerarten 
angewiesen. Ahbnliche Verhiiltnisse scheinen auch in bezug 
auf die Bildung der Invertase stattzuhaben. 

Euler und Meyer haben allerdings gefunden, daf eine 
Vorbehandlung der Hefe mit einer zuckerfreien, asparaginhal- 
tigen Nahrldsung nach Hayduck eine Verstirkung der Inver- 
tasewirkung um etwa 100°/o hervorrufen kann. Indessen ist 
hier die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, da8 durch den Gly- 
kogenreichtum der Hefe geniigendes vergirbares Material vor- 
handen war. Die neuen Versuche, welche wir mit Mannit, 
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Natriumlactat und Natriumformiat als Kohlenstoffmaterial der 
Nihrlésung angestellt haben, zeigen jedenfalls, daB diese Stoffe 
die Zucker nicht zu ersetzen vermogen. 


Mannit, Natriumlactat und Natriumformiat 

in den N&ahrlésungen. 

Die Vorbehandlungsversuche wurden durchaus in der 
friiher beschriebenen Weise ausgefiihrt. Es befanden sich also 
wieder bei der Vorbehandlung je 1 g Hefe in 100 ccm Nahr- 
losung. Die Temperatur betrug 17—18°. 

Auf die Reinheit der Substanzen wurde besonders ge- 
achtet; der Mannit war ein Kahlbaumsches Praparat, die 
beiden Salze stellten wir in Lésung selbst aus den entsprechenden 
reinen Sauren dar. 


1. Mannit. 


2g in 100 ccm Lindners (Hayducks) Nahrlésung. 
nn _________________________} 











Dauer der Vorbehandlung: Dauer der Vorbehandlung: 
22 Stunden 47 Stunden 
Minuten | a | k-10¢ | Minuten | = a k - 104 

o | seo | — 0 | 5,69 a 
600 5,45 4,3 60 — — 
120s 5,09 3,8 120 4,77 4,7 
180 4.61 4.4 180 4,37 4,7 
x | —i99 | — G0 | —2a8 dis 





Parallelversuche. 


Vorbehandelt mit 2 °/o Rohrzucker 











Nicht vorbehandelte enthaltender Nahrlésung. 
Hefe. Dauer der Vorbehandlung|Dauer der Vorbehandlung 
22 Stunden 47 Stunden 
Min.| a |k-10*} Min. | a | k-10¢} Min. | a |k- 106 
0 6,15; — 0 6,02 — 0 5,69 — 
60 5,64} 4,7 60 3,59 26 60 | 2,30 4b 





120 | 520! 45 | 120 1,71 | 28 120 0,71 | 39 
180 | 490] 40 | 180 0,47 29 180 | 0,67) 465 























wo |—1,97} — co | —1,93 _ co | —1,82 a 
Drehung der Nahrlés.: [Drehung der Nahrlés.: 0 
— 0,15° 


30* 
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2. Natriumformiat und Natriumlactat. 


2 g in 100 ccm Lindners Nahrlésung. 
Nach 22stiindiger Vorbehandlung. 
































Formiat Lactat Rohrzucker 
Minuten |-—— 
a | k- 108 a | k-10¢] a k - 104 

0 662°; — 6,629)  — 6,629}  — a 

60 6,36 | 22 6,06 | 4,8 4,06 | 25 ane 
120 5,94 | 2,9 5,71 | 4,0 1,93 | 28 Nihr- 
180 549 | 36 5,32 | 3,9 0,59 | 28 lésung 
—_ 0 
o |—212 | — f-e12} — Faro} — 0,10°. 











Nach 45stiindiger Vorbehandlung. 
————————————————————————————————————— 




















Formiat Lactat Rohrzucker 
Minuten capi ens | 
a | k- 104 a | k-10*} a | k-108 
0 6,75 ° —— 6,75 ° ome 6,50 ° o> Drehung 
60 642 | 27 626 | 41 3,50} 31 pan 
120 6,01 | 3,1 5,75 | 4,2 1,23 | 34 Nahr- 
180 5,55 | 3,5 5,40 | 3,9 0,24 | 32 lésung 
iad 1) 
o |—21¢6}/ — |-216| — L208] — 0,05 
































Formiat Lactat Rohrzucker 
Minuten |———- aaa pret 

a | k-10!] a |k-10*] a | k-108 

0 6,59° — 6,599 — 6,59°, = — 

60 6,10 4.2 (5,91) | (6,9) 3,22 35 

120 5,77 3,6 5,56 | 4,5 _ — 

180 5,27 4,0 5,15 | 4,4 0,30 31 

oa — 2.09 —_ — 2,09 — |—2,09 — 


Es geht aus diesen Versuchen 














deutlich hervor, da8 bei 


unserer Vorbehandlung der Zucker nicht durch die untersuchten 
Sauren und auch nicht durch den dem Zucker so nahestehenden 
Mannit ersetzt werden kann. Wir ziehen daraus den SchluB, 
daB die Vermehrung der Invertase nicht durch eine Abspaltung 
oder Sekretion aus dem Plasma oder sonstigen Zellbestand- 
teilen geschieht, sondern daB es sich dabei um eine Synthese 
handelt, zu welcher die durch die Girung zu liefernde Energie 
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ebenso notwendig ist, wie tiberhaupt zur Bildung von Proto- 
plasma in Hefezellen. 

Im Anschluf an diese Versuche haben wir noch gepriift, 
ob die beiden angewandten organischen Salze in Gegenwart 
von Zucker die Invertasebildung beeinflussen. Milchsaure Salze 
werden von vielen Mikroorganismen als Kohlenstoffquelle be- 
sonders gut ausgeniitzt und erhdhen, wie friher festgestellt 
wurde,!) die Garungsintensitat. 


Einwirkung von Natriumlactat und Natriumformiat 
auf Vorbehandlung mit Zucker. 


500 ccm Lindners Nahrlisung wurden mit 50 ccm 
22/yiger Ldsung von Natriumlactat versetzt, so daB die Nahr- 
lésung zweiprozentig in bezug auf dieses Salz wurde. Die 
Vorbehandlung geschah in der friiher beschriebenen Weise. 


1. Natriumlactat. 


Nicht vorbehandelte Hefe. 
(CEERI TT NS Ss eS ee a 








Minuten a k - 10* 
0 | 6,92° — 
15 | 6,30 27 
25 | 5,70 25 
35 | 5,14 27 
40 | 4,72 30 
x | — 2,21 a 


Trockensubstanz: 28,24 °/o. 
Nach 20stiindiger Vorbehandlung. 

















; Mit Lactat Ohne Lactat 
Minuten —— 
at k - 10 a k - 10* 

0 6,67° — 6,67 ° -- 
15 4,20 95 4,52 81 
25 2,68 104 3,13 #9 
35 1,72 103 2,01 94 
40 1,04 111 1,56 94 

2 — 2,13 — — 2,13 _ 

Trockensubstanz; 29,78°/o 











1) Euler und Cassel, Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 122, 1913. 
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Nach 44stiindiger Vorbehandlung. 


nnn _______} 















































Mit Lactat Ohne Lactat 
Minuten 7 : 
a | k- 108 a | k- 108 
0 6,62° i 662° |  — 
15 3,79 113 4,12 98 
25 2,10 126 2,91 96 
35 0,93 130 1,41 112 
4M) 0,32 136 0,96 113 
oe — 2,12 a — 2,12 | = 
Trockensubstanz: 32,07°/o | Trockensubstanz: 30,66 °/o 
Nach 92stiindiger Vorbehandlung. 
Mit Lactat Ohne Lactat 
Minuten |——— i asi annie —— 
a | k - 104 a k - 104 
0 6,60 ° — 6,60° — 
15 3,17 145 3,83 111 
25 1,37 159 2,17 123 
35 0,04 173 0,93 131 
WO) 0,46 180 0,39 136 
a0 — 2,11 — 2,11 i 
Trockensubstanz: 33,12°/o Trockensubstanz: 29,41 °/o 




















2. Natriumformiat. : 

Nicht vorbehandelte Hefe. ' 

’ 

Minuten a k - 104 a 
0 6,80 ° _ 

15 5,96 28 

25 5,42 29 

35 4,84 31 4 

40 4,61 30, i 

on — 2,18 a i 
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Nach 24stiindiger Vorbehandlung. 
——z—z—z—z—————————————————————————————————— as 










































































— Mit Formiat > Ohne Formiat 
a | k - 10* a | k - 104 
0 691° | — 691° | _ 
15 5,52 48 5,03 67 
25 4,71 48 3,97 68 
35 3,98 48 2.96 70 
40) 3,57 48 2,45 73 
oo — 2,21 — — 2,21 _ 
Trockensubstanz: 31,71°/o | Trockensubstanz: 27,77°/o 
Nach 48stiindiger Vorbehandlung. 
Minuten Mit Formiat | Ohne Formiat 
a | k - 10¢ aL | k - 104 
0 694° ome 6,940 — 
15 5,12 64 4,05 110 
25 4,00 | 67 2.35 120 
35 3,24 64 1,72 105 
MA) 2,33 67 1,24 106 
or) — 2,22 — — 2,22 ~- 
Trockensubstanz: 35,34°o | Trockensubstanz: 34,37 °/o 
Nach 72stiindiger Vorbehandlung. 
iii E. Mit Formiat ma Ohne Formiat * 
at / k-104 rt k - 104 
0 6,91° — 6,91 ° -- 
15 5,38 53 3,61 130 
25 4,35 57 2,13 129 
35 3,57 57 1,22 121 
‘M) 3,31 55 0,62 127 
oo — 2,21 — — 2,21 -— 
Trockensubstanz: 31,48°%o | Trockensubstanz: 33,73 °/o 








Reduziert man die Mittelwerte der erhaltenen Konstanten 
auf den Trockengehalt der Hefe von 33°/o, so erhalt man durch 


Interpolation folgende Werte: 
ae 


Vorbehandlung in Stunden 

















0 22 | 45 80 

Rohrzucker .... . | 80 | 108 128 
> -+-Lactat . 29 105 | 127 165 

> + Formiat j | 480 64 57 
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Der begiinstigende Einflu8 des Natriumlactates ist also, 
wie ersichtlich, nicht unbedeutend; indessen wird durch Na- 
triumformiat, welches die Gérung ebenfalls beschleunigt, ein 
entgegengesetzter Effekt hervorgerufen, so dafi die Art dieser 
Einwirkung vorliéufig nicht erklart werden kann. 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daf die Vorbehandlung der 
Hefe mit Mannose einen Effekt hervorruft, welcher dem durch 
die Spaltprodukte des Zuckers erzeugten durchaus analog ist. 
Es ist also der Girungsvorgang als solcher, welcher die Inver- 
tasebildung hervorruft bezw. erméglicht, und weder das Sub- 
strat noch die Reaktionsprodukte tiben einen spezifischen 
EinfluB aus. 

Schon in einer friiheren Mitteilung wurde betont, dai 
die hier studierte Invertasebildung von der Vermehrung der 
Galaktase bezw. der Anpassung der Hefe an Galaktose ver- 
mutlich ganz verschieden ist. 

Als Ergebnis unserer Versuche, insbesondere der 
hier mitgeteilten Vorbehandlungen wachsender Hefe- 
zellen bezw. verhaltnismaBbig zellenarmer Emulsionen 
und der mit Mannit, Lactat und Formiat gewonnenen 
Resultate sei hier noch einmal hervorgehoben, dab 
die Invertasebildung an diejenigen Bedingungen ge- 
kniipft zu sein scheint, unter welchen eine Neubildung 
des Protoplasmas eintritt. 

Der St. Eriksbrauerei in Stockholm und besonders Herrn 
Ingenieur F. Hildebrandt sind wir fiir die Uberlassung von 
Reinkulturhefe zu Dank verpflichtet. 

Nachtrag zuVersuchserie2,8.440. Die zudiesemVersuch an- 
gewandte Hefe ergab vor der Vorbehandlung folgende Konstanten: 


Minuten a | k - 104 




















0 6,81 — 
60 6,28 4,4 
120 5,91 3,8 
180 5,50 3,8 
oa — 2,18 — 





1) Euler und Meyer, I. c. 


*) Euler und Johannson, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 246, 1912. 
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Zur Frage nach der chemischen Zusammensetzung 
der Bakterienkérper des Azotobacter chroococcum. 
Von 
W. L. Omeliansky und N. O. Sieber. 


(Aus den mikrobiologischen und chemischen Abteilungen des Kaiserlichen Instituts ftir 
experimentelle Medizin zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, November 1913.) 


Das Studium der chemischen Vorginge in Bakterien bietet 
von verschiedenen Standpunkten aus bedeutendes Interesse. 
Beriicksichtigung finden jedoch vor allem die plastische Tatig- 
keit der Mikroben einerseits und die durch dieselben bedingten 
Dessimilationsprozesse anderseits. Die Chemie der Bakterien- 
zelle ist in dieser letzteren Beziehung mehr oder weniger ein- 
gehend studiert und die kosmische Bedeutung der Mikroben, 
als wirkenden Prinzipien der Zersetzung und Mineralisation von 
organischer Substanz ist aufgeklart. 

Nicht geringeres Interesse bieten auch diejenigen synthe- 
tischen Prozesse, welche der plastischen Mikrobentatigkeit zu- 
grunde liegen. Diese Prozesse verlaufen bei verschiedenen 
Bakterien verschieden. 

Bei denjenigen, zu deren Ernahrung komplizierte orga- 
nische Verbindungen dienen, geht der Synthese eine Zersetzung 
organischer Substanz unter Bildung einfachster Produkte, welche 
als Ausgangsmaterial zum Aufbau des Korpers dienen, voraus. 
Leider bleibt es bis jetzt unaufgeklart, welcher Art diese End- 
zersetzungsprodukte sind, und deshalb ist das Verstiandnis des 
Mechanismus der synthetischen Prozesse unmdglich. 

Bedeutende Vorziige bietet das Studium der plastischen 
Tatigkeit prototropher Bakterien, welche ihr Eiweif aus ein- 
fachsten, rein mineralischen Stoffen, wie Kohlensiéure, freiem 
Stickstoff, salpetersauren Salzen u. d. m., aufbauen. Kennt man 
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die Ausgangs- und Endprodukte, so kann man sich auch einen 
mehr oder weniger klaren Begriff von dem gesamten synthetischen 
Prozesse, von der Schaffungssynthese dieser Bakterien bilden. 

Von bedeutendem theoretischen Interesse ist die Eiweif- 
synthese durch stickstofffixierende Bakterien auf Kosten des 
freien atmospharischen Stickstoffs. Aus welchen Phasen setzt 
sich dieser Prozef zusammen und in welcher Anordnung folgen 
dieselben aufeinander? Von verschiedenen Autoren sind hier- 
liber verschiedene Voraussetzungen geiiufert, welche doch alle 
einen mehr oder weniger hypothetischen Charakter haben. 
Jedenfalls unterliegt es keinem Zweifel, daB unter Einwirkung 
der stickstofffixierenden Bakterien Aktivierung des elementaren 
Stickstoffs stattfindet, welcher hierbei die Fiahigkeit gewinnt, 
mit anderen Elementen in Verbindung zu treten. 

Gautier und Drouin’) nahmen an, daf die Bindung von 
Stickstoff durch Bakterien vermittelst seiner Oxydation unter 
Einwirkung von lebendem Protoplasma in ahnlicher Weise vor 
sich geht, wie Stickstoffbindung in feuchter Luft bei Oxydation 
von organischer Substanz zu beobachten ist. Dieselbe Ansicht 
vertrat auch Berthelot.?) 

S. Winogradsky,*) welcher als erster die anaérobe 
stickstofffixierende Art Clostridium Pasteurianum in Rein- 
kultur erhielt und deren Eigenschaften studierte, fuberte die 
Voraussetzung, daB die Fixation von Stickstoff durch dieses 
Bakterium «comme l’effet de la rencontre de |’azote gazeux et 
de lhydrogéne naissant au sein du protoplasma vivant» be- 
trachtet werden kénne; weiter sagt er: «il est permis de sup- 
poser, que la synthése de l’ammoniaque pourrait en étre le 
résultat immédiat.» Diese Hypothese reicht bereits in die Zeit 
Saussures*) zuriick, welcher im Jahre 1833 einer 4hnlichen 
Meinung iiber die bei Garung organischer Stoffe zu beobachtende 


') Gautier et Drouin, Comptes rendus des séances de l’'Académie 
des sciences, Paris, t. 106, 113 et 114. 

*) Berthelot, Comptes rendus, t. 116. 

’) S. Winogradsky, Comptes rendus, t. 116 et 118. 

*) Saussure, Mém. de la soc. de phys. et d’hist. nat. Genéve, 


t. 6, p. 560 (1833). 
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Stickstoffbindung geéuBert hat. Spater schlossen sich derselben 
Anschauung Browne,') Mulder,?) Simon, *) Reinke’) u. a. an. 

Im Jahre 1901 wurde von Beijerinck*®) aus dem Boden 
(in Delft) eine aérobe stickstofffixierende Art — Azotobacter 
chroococcum, welche in der Natur ebenso weit verbreitet 
ist, wie das Clostridium Pasteurianum, isoliert. Zu seiner 
ersten VerOffentlichung hat Beijerinck dieser Art die Fiahigkeit 
zugeschrieben, den freien Stickstoff der Atmosphiire in salpeter- 
saure Salze umzuwandeln, spiter jedoch gab er diese Ansicht 
auf. In einer in Gemeinschaft mit van Delden®) verdffent- 
lichten Arbeit schrieb Beijerinck die Stickstofffixation nicht 
dem Azotobacter, sondern anderen Arten zu, welche den 
Gattungen Granulobacter, Radiobacter und Aerobacter 
angehoren. Diese Bakterien binden, indem sie in Gemeinschaft 
mit Azotobacter wachsen, den freien Stickstoff und lassen 
hierbei eine lOsbare Verbindung (nicht eiweifartiger Natur) ent- 
stehen, welche in die Nahrlésung tibergeht und fiir den Azoto- 
bacter als Stickstoffnahrung dient. Jedoch konnte die An- 
wesenheit dieser hypothetischen Substanz in dem Nihrboden 
von den Autoren nicht nachgewiesen werden. Es lag die Vor- 
aussetzung nahe, dah sie unmittelbar nach ihrer Entstehung 
vom Azotobacter ausgenutzt werde. Hierbei blieb jedoch der 
Umstand unerklarlich, weshalb diese fiir den Azotobacter 
so nahrhafte Substanz fiir die Ernéihrung anderer Arten voll- 
stindig unbrauchbar ist. Uberhaupt ist ihre chemische Natur 
schlieBlich unbekannt geblieben, und selbst ihre Existenz muB 
als zweifelhaft anerkannt werden. Beijerincks Hypothese 
wurde von spiteren Autoren, die dem Azotobacter als Stick- 
stofffixator in vollem MaBe wieder zu seinem guten Namen ver- 


halfen, widerlegt. 





') Browne, The American Muck Book, 1858. 

%) Mulder, Chemie der Ackerkrume, 1863. 

5) Simon, Landw. Vers.-Stat., Bd. 18, S. 454 (1875). 

*) Reinke, Ber. d. deutsch. bot. Ges., Bd. 21, 5. 379 (1903). 

5) Beijerinck, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 7, S. 561 (1901). 
6) Beijerinck und van Delden, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 9, 


S. 3 (1902). 
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Als erste sprachen sich Gerlach und Vogel!) gegen 
Beijerincks Hypothese aus; ihrer Meinung nach werden bei 
der Sticktofffixikation im K6rper von Azotobacter durch An- 
gliederung von Stickstoff an die stickstofffreie organische Sub- 
stanz Amidoverbindungen gebildet, spater aber aus den Amido- 
verbindungen Eiweifi aufgebaut. Lésliche Stickstoffverbindungen 
k6nneri hierbei nicht nachgewiesen werden. Sie kénnen zu- 
weilen nur in Mischkulturen von Azotobacter mit anderen 
Arten, als Ergebnis einer sukzessiven Zersetzung der friiher 
entstandenen Eiweifistoffe, nachgewiesen werden. 

Nach neueren Angaben von Krzemieniewski?) gehen 
ca. 13,3°/o des durch Azotobacter gebundenen Stickstoffs 
in Lésung iiber. Es ist jedoch méglich, da8 diese Substanzen 
nicht ein primires Assimilationsprodukt darstellen, sondern 
infolge von Zersetzung und Autolyse abgestorbener Zellen des 
Azotobacter gebildet werden. Dieselbe Erwagung hat auch 
auf die Angaben von Lipman,*) welcher nicht nur im Filtrat 
einer abgetOteten Azotobacterkultur nach Fallung mit Phos- 
phorwolframsaéure, sondern auch unmittelbar in einer durch 
Chamberland-Filter filtrierten Kultur Stickstoff nachweisen 
konnte, Bezug. 

Auch nach der Ansicht von Heinze‘) werden Amido- 
verbindungen in den Zellen von Azotobacter durch direkte An- 
gliederung von freiem Stickstoff, aller Wahrscheinlichkeit nach 
an Kohlenhydrate, gebildet, wobei als Initialprodukt dieser 
Angliederung Salze der Carbaminsaure entstehen, wahrend erst 
spiater aus innen Amidosauren und EiwetSsubstanzen hervorgehen. 

Stoklasa,*®) welcher wahrscheinlich mit einer verun- 
reinigten Azotobacterkultur zu tun hatte und Ausscheidung 
von freiem Wasserstoff beobachten konnte, schrieb diesem 
letzteren fiir die Stickstoffassimilation durch die betreffende 
Bakterienart eine grofe Bedeutung zu. In einer spateren Ver- 


‘) Gerlach u. Vogel, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 9, S. 884 (1902). 
*) Krzemieniewski, Bull. intern. de l’Ac. des Sc. de Cracovie, 1908. 
5) Lipman, N. Jersey St. Rep., t. 25, 1904; t. 26, 1905. 

*) Heinze, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 12, 1904. 

5) Stoklasa, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 21, 1908. 
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Offentlichung’) stellt er die Hypothese auf, dab Salze der Blau- 
siure als Zwischenprodukt bei der Stickstofffixation gebildet 
werden. «Der Wasserstoff», schreibt Stoklasa (S. 626), 
«welcher bei den Stoffwechselprozessen des Azotobacter 
entsteht, hat sicherlich in statu nascendi eine bestimmte Auf- 
gabe bei der Bindung des elementaren Stickstoffs. Wie die Eiweib- 
synthese verliuft, das ist uns heute noch sehr schwer zu sagen, 
da wir unsere Versuche noch nicht beendet haben; allein, wie 
es uns nach allem scheint, entsteht als erstes Produkt etwa 
Cyanwasserstoff, welcher sodann die Grundlage der Eiweib- 
synthese bei dem weiteren Stoffwechselprozesse abgibt. Cyan- 
wasserstoff wurde in der Pflanzenzelle tatsichlich schon nach- 
gewiesen, und es ist uns auch bereits gelungen, in gewissen 
Fallen den Cyanwasserstoff unter bestimmten Kauteln in zer- 
rissenen Zellen der jungen Kultur von Azotobacter nach- 
zuweisen.» Ohne die Wahrscheinlichkeit dieser Hypthese weiter 
zu beurteilen, wollen wir hier nur bemerken, dal schon 
Stoklasas Grundpriimisse in betreff der Wasserstoffaus- 
scheidung durch Azotobacterkulturen nicht richtig ist, denn 
dieses Gas wird durch Azotobacterkulturen niemals ausge- 
schieden. Und deswegen kénnen die Erwiigungen, welche zur 
Erklirung des Mechanismus der Stickstofffixation durch das 
anaérobe Clostridium Pasteurianum von Geltung sind, hier 
durchaus keine Verwendung finden. 

Schliefilich wollen wir noch erwahnen, dafi nach Lipmans 
Ansicht (loc. cit.) als erstes Produkt der Stickstoffassimilation 
durch das Azotobacter eine Aminosiéure, am allerwahrschein- 
lichsten Alanin, nach Loew und Aso?) aber salpetrigsaures 
Ammoniak (N, +- 2 H,O = NH,NO,) auftritt, welches spiter zu 
Ammoniak, das zum Eiweifaufbau dient, reduziert wird. 

Die eben angefiihrte Ubersicht der Literaturangaben be- 
weist uns, wie weit die Meinungen verschiedener Autoren tiber 
den Mechanismus der Stickstofffixation durch Bakterien und 
deren Zwischenprodukte auseinandergehen und wie hypothe- 
tisch die Voraussetzungen der Autoren sind. 





') Stoklasa, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 21, 1908. 
*) Loew und Aso, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 22, 1909. 
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Zahlreichere tatsichliche Hinweise gibt uns die chemische 
Analyse der Korper von. stickstofffixierenden Bakterien. In 
Anbetracht des eigenartigen Typus der Stickstoffernahrung 
dieser Mikroorganismen gewinnen die Befunde ein besonderes 
Interesse. Es drangen sich hier eine Reihe von Fragen, welche 
fiir die Charakteristik dieser interessanten Gruppe von Mikro- 
organismen von wesentlicher Bedeutung sind, auf. Die erste 
von diesen ware, wie reich an Stickstoff das Eiweif dieser 
Bakterien ist und ob sie sich in dieser Hinsicht von den ge- 
wohnlichen Saprophyten, welche zu ihrer Ernahrung des ge- 
bundenen Stickstoffs bediirfen, unterscheiden? Weiter fragt 
sich, ob der Prozentgehalt an Stickstoff sich in ihrem K6rper 
in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen, den Rasseneigen- 
heiten, dem Alter des Aussaatmaterials usw. veriéndert. Schlief- 
lich wire zu entscheiden, welcher Natur die hydrolytischen 
Produkte der stickstofffixierenden Bakterien sind und ob die- 
selben einen Unterschied von denjenigen gewohnlicher Bak- 
terien bieten. 

Indem wir alle diese Fragen aufwerfen, machen wir auf 
eine endgiiltige Losung derselben durchaus keinen Anspruch. 
Unsere Untersuchungen sollen nur die ersten Schritte auf diesem 
Gebiete sein. 

Als Material zu unseren Untersuchungen wahlten wir 
eine Kultur des Azotobacter chroococcum, da von dieser 
Art im Vergleich zum anaéroben Clostridium Past. leichter 
Massenkulturen zu gewinnen und eine erforderliche Menge des 
Materials zu beschaffen ist. Zur Ziichtung des Azotobacter 
chroococcum wurde ein fester Nihrboden von folgender Zu- 


sammensetzung verwandt: 


Dextrin') 2,0 g 
Kaliumphosphat 0,1 » 
Magnesiumsulfat 0,05 » 
Calciumearbonat 1,0 » 
Agar agar 2.0 » 


Destilliertes Wasser 100 » 


‘) Das zu diesen Versuchen verwandte Dextrin zeigte mit Jod eine 
dunkelviolette Farbung und reduzierte energisch Fehlingsche Lésnug. 
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Dieser Agarnahrboden wurde in Petrischalen, deren 
Durchmesser 15 cm betrug, verteilt (ca. 40 ccm auf jede Schale). 
Auf die Oberflache des erstarrten Agars brachten wir einige 
Tropfen einer Emulsion der Azotobacterkultur, welche mit 
einem in stumpfem Winkel gebogenen Glasstiibchen iiber die 
ganze Agarflache verteilt wurden. Zu unseren Versuchen diente 
eine Kultur des Azotobacter chroococcum, welche aus 
einer Erdbodensorte Wolhyniens isoliert wurde. Der Stamm 
war sehr aktiv und entwickelte im Laufe mehrerer Tage auf 
dem erwéhnten Niéhrboden das dunkelbraune Pigment. 

Die besadten Petrischalen wurden in den Thermostaten 
bei 30° gestellt. Bereits nach Verlauf von 2—3 Tagen bedeckte 
sich die Agarflache mit einer gallertigen Azotobactermasse, 
welche allmahlich eine dunkelbraune Fiarbung annahm. Am 
sechsten Tage war die ganze Plattenoberflaiche gewdéhnlich 
mit einer dunkelbraunen, zuweilen fast schwarzen Masse von 
Azotobacterkorpern bedeckt, die wir mit Hilfe eines Objekt- 
tragers mit geschliffenen Raéndern sammelten. Die auf diese 
Weise gewonnene dunkelbraune, schleimige Bakterienmasse 
verdiinnten wir mit einer geringen Menge destillierten Wassers 
und filtrierten sie durch Glaswolle, um die Partikeln des Agar- 
nahrbodens, welche bei Entfernung des Bakterienbelages etwa 
mit abgeschabt werden konnten, zu entfernen. Um das Filtrat 
gegen Zersetzung zu schiitzen, wurde es mdglichst rasch im 
Vakuum bei 37° getrocknet. Unter diesen Bedingungen fand 
jedoch rasch Saéuerung der Bakterienmasse statt: es trat Butter- 
siuregdrung mit ausgiebiger Gasentwickelung ein. Aus diesem 
Grunde mufte in weiteren Versuchen dieses Verfahren auf- 
gegeben und folgendes benutzt werden. Die teerartige Masse 
der Azotobacterzellen wurde in diinner Schicht in Krystalli- 
sationsschilchen, welche auf den kupfernen Boden eines auf 
37° temperierten Brutschrankes zu stehen kam, gegossen. Unter 
diesen Bedingungen trat gewOhnlich keine Butterséiuregarung 
ein. Die getrocknete Masse der Azotobacterkérper bildete 
dunkelbraune, hornartige Stiicke, welche sich leicht von dem 
Glasboden des Schiilchens ablésen lieBen. Diese Stiicke wurden 
zu einem feinsten Pulver zerrieben, welches dann zur Analyse 
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diente. Von einer weiteren Reinigung der Bakterienkérper 
vermittelst der Dialyse sahen wir ab, weil wir befiirchteten, 
dab sie irgend welcher durch die Membran dringender Bestand- 
teile verlustig werden kénnten. Die zerkleinerte trockene Masse 
der Azotobacterkorper stellte ein sehr leichtes, dunkelbraunes 
Pulver, welches seinem Aussehen nach an getrocknete und 
durch ein sehr feines Sieb gelassene Schwarzerde erinnerte, 
dar. Wurden die beiden Pulver in zwei nebeneinander stehende 
Gefiibe geschiittet, so waren sie durchaus nicht voneinander 
zu unterscheiden. 

1 g der trockenen Bakterienmasse entsprach dem Inhalte 
von 8—9 Petrischalen. Indem wir Massenkulturen des Azoto- 
bacter anlegten, konnten wir schlieBlich ungefaihr 500 g der 
trockenen Bakterienmasse, welche wir zur Analyse verwandten, 
zusammenbringen. 

Die einzelnen Untersuchungen ergaben folgende Resultate: 

1. Die Bestimmung des Wassergehalts wurde durch Trocknen 
bei 100—105° bis zum konstanten Gewicht in drei Portionen 
des Materials!) vorgenommen und ergab folgendes: 

















= 
| A | nn 
Gewicht in Grammen des luft- 
trockenen Materials... . . 0,5042 0,6896 1,025 
Gewichtsverlust beim Trocknen 
in Grammen.......-. 0,0379 0,0432 0,0632 
Prozentgehalt des Wassers im 
lufttrockenen Material... . 7,51 6,26 6,12 





Drei Bestimmungen ergaben im Durchschnitt — 6,63 °/o. 
Es ist méglich, da es sich bei der Bestimmung des Wasser- 

gehalts auch um Verlust an fliichtigen Substanzen handeln kann. 
2. Bestimmung des Aschegehaltes in 3 Proben: 











|. B C 
Gewicht in Grammen. .... . 0,9985 1,2629 0,2467 
Gewicht der Asche in Grammen . 0,0453 0,0522 0,0064 
Prozentgehalt der Asche .... 4,54 4,11 3,83 


‘) Diese 3 Portionen gehérten verschiedenem Materiale, welches zu 
verschiedenen Zeiten gesammelt war. Unter den Bezeichnungen A, B und C 
sind die einzelnen Portionen auch in den iibrigen Analysen verzeichnet. 
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Drei Bestimmungen ergaben im Durchschnitt 4,16 %/o. 
Dieser Wert hat durchaus keine absolute Bedeutung, da der 
Aschegehalt in Bakterien nach betreffenden Literaturangaben 
von dem Gehalte an Mineralstoffen im Nahrboden abhiingig ist. 

Was den Bestand der Ascheelemente anbetrifft, so besteht 
nach Angaben von Stocklasa') die Asche von Azotobacter 
im wesentlichen aus K,O und P,O,. Durch ihre Gegenwart 
wird die Oxydationstatigkeit des Azotobacter, zugleich auch 
die Stickstoffixation verstirkt. In den Zellen des Azotobacter 
fand Stocklasa bis zu 5°/o P,O,, Hoffmann und Hammer?) 
aber 2,5 bis 3,0°/o, je nach dem Alter der Kultur. 

3. Die Elementaranalyse der Kérper von Azoto- 
bacter ergab keine vollkommen iibereinstimmenden Resultate. 
Wir wollen hier eine der Analysen, welche dem Mittelwerte aus 
den gewonnenen Zahlenergebnissen am niichsten steht, angeben: 

0,2420 g der Substanz ergaben 0,2047 g CO, und 0,1436 g H,0. 

Es fanden sich also: GC = 22,42°/o, H = 6,41°/o. 

4. Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach 
K jeldahl. 

Nach Gerlach und Vogel’) sind die Kérper des Azoto- 
bacter sehr reich an Stickstoff und enthalten in getrocknetem 
Zustande 75—80°/o Eiweif. Einen diesem nahekommenden 
Wert gibt auch Stoklasa (loc. cit.) an. Ungefihr dieselben 
Zahlenwerte findet man auch fiir einige gewOhnliche Mikroben 
(Bac. subtilis, Sarcina lutea u. a.) verzeichnet. Bei anderen 
(Vibrio cholerae, Bac. pyocyaneus, Bact. coli u. a.) sind 
diese Zahlenwerte niedriger, sie steigen nicht iiber 60—65°/o. 
Abweichende Resultate ergaben die Versuche von Hoffmann 
und Hammer (loc. cit.), welche zur Analyse Zellen des Azoto- 
bacter verwandten, die direkt von der Oberfliiche des Agars 
gesammelt, nicht aus fliissigen Kulturen abfiltriert worden waren, 
wie dies in den Versuchen friiherer Autoren der Fall war. In 
den Versuchen von Hoffmann und Hammer fand sich ein 


') Stoklasa, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 21, 1908. 
?) Hoffmann u. Hammer, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 28, 1910. 
*) Gerlach und Vogel, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 9, 1902. 
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bedeutend geringerer Gehalt an Eiweifistoffen, welcher 11 bis 
18°/o nicht tiberstieg, wobei mit dem Alter der Kultur auch 
der Stickstoffgehalt anwuchs. Dieser Unterschied der Unter- 
suchungsergebnisse ist dadurch zu erkliren, dab bei Ziichtung 
auf festen Nahrboéden die Zellen des Azotobacter eine volu- 
minése schleimige Kapsel, welche aus stickstofffreier Substanz 
besteht, bilden. In fliissigen Kulturen geht ein grofer Teil 
dieses Schleimes beim Waschen der Bakterienmasse, beim 
Zentrifugieren desselben usw. in Losung tiber. 

An jeder der 3 einzelnen Portionen von Azotobacter- 
kérpern (A, B, C) nahmen wir je 2 Parallelbestimmungen des 
Stickstoffes (nach Kjehldahl) vor. Es ergaben sich folgende 
Resultate (berechnet wurde der N-Gehalt auf die lufttrockene 


Masse). 











A B C 
2,18°/o und 2,17°/o 1,89 °%/o und 1,89 %/o 2,15 °/o und 2,13 °/o 
2.175 %o 1,89 °/o 214% 


Im Durchschnitt ergaben 6 Bestimmungen 2,068°/o N. 
Multiplizieren wir diesen Wert mit dem «Eiweifkoeffizienten» 
6,25, so erhalten wir den Eiweibgehalt im untersuchten Materiale 
—= 12,925°/o. Hierbei sei bemerkt, daB die Multiplikation mit 
dem Koeffizienten gewO6hnlich ein zu hohes Fazit ergibt, da 
hierbei sonstige stickstoffhaltige Substanzen der Zelle, z. B. die 
Bestandteile der Hiille, die Reservestoffe usw. nicht in Rech- 
nung gezogen werden. Der von uns gefundene Wert niéhert 
sich dem von Hammer und Hoffmann (loc. cit.) fesfgestellten, 
was auch natiirlich ist, weil ja in beiden Fallen ein analoges 
Verfahren zum Aufsammeln der Azotobacterk6érper von der 
Oberfliche des festen Substrates angewandt wurde.') 

Resumieren wir die erzielten Resultate, so sehen wir, dab 
in der lufttrockenen Masse der Azotobacterzellen enthalten sind : 

Wasser 6,63 °/o 
Asche 4,16 %/o 
EiweiBstoffe 12,925°/o 
') Es ware vielleicht von Nutzen, hier zu erwahnen, dafi bei dem 


anatéroben Stickstofffixator («Butylferment> Beijerincks) 4—4,4% N, 
d. h. 25—27,5°/o EiweiB nachgewiesen werden sind. 
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Die Differenz mu8 also auf stickstofffreie Substanz be- 
zogen werden, deren Gehalt folglich 76,285 °/o betriigt. 

5. Die stickstofffreie Substanz. 

In ihrer Hauptmasse setzt sich diese Substanz augenschein- 
lich aus gewucherten Hiillen der Azotobacterzellen zusammen, 
welche nach Beijerinck und van Delden') aus Pectinkérpern 
bestehen. Diese letzteren gehen bekanntlich leicht in Butter- 
siuregdrung iiber, worauf wir in bezug auf die Zellen des 
Azotobacter bereits hingewiesen haben. Heinze?) weist auf 
den zuweilen sehr reichlichen Gehalt an Glykogen in den Zellen 
des Azotobacter hin; hierdurch allein ist jedoch der tiberaus 
bedeutende Bestand an stickstofffreier Substanz, den wir in 
unseren Versuchen feststellen konnten, nicht zu_ erkliaren. 
Heinze*) behauptet gleichfalls, daB der Azotobacter in Ge- 
meinschaft mit anderen Arten Kohlenwasserstoffverbindungen 
aus der Acetylengruppe bildet. 

Nach Hoffmann‘) bestehen die Kapseln des Azoto- 
bacter aus Kohlenhydraten, hauptsachlich aus Pentosanen und 
diesen nahestehenden Verbindungen. Jedoch deutet der Gehalt 
an Phosphor in dem Bestande der Kapseln auf eine kom- 
pliziertere chemische Zusammensetzung derselben. 

In unseren Versuchen farbten sich die die Azotobacter- 
zellen umgebenden Kapseln mit Jod nicht und reduzierten 
Fehlingsche Lésung nicht. 

6. Hydrolyse der Azotobacterkoérper. Zur Hydro- 
lyse verwandten wir verschiedene Substanzen: Wasser, ver- 
diinnte Schwefelséure (1,25°/o und 25°/o) und 10°/oige Salz- 
sdure. Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daf wir 
eine geringe Menge des Materiales mit der entsprechenden Fliissig- 
keit tibergossen und sodann im Laufe von 6—12 Stunden mit 
RickfluBkiihler sieden lieBen. Sodann wurde der Gewichtsver- 
lust des hydrolysierten Materials und der Zuckergehalt im 
Filtrate bestimmt. 





') Beijerinck u.Van Delden, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 9, 1902. 
*) Heinze, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 12, 1904. 

’) Heinze, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 17, 1907. 

‘) Hoffmann, Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., Bd. 36, 1913. 
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Bei der Hydrolyse durch Erhitzen mit Wasser konnte kein 
Zucker im Filtrate, wohl aber Gewichtsverlust nachgewiesen 
werden. In einem Falle waren tiber 31°/o der Trockensubstanz 
in LOsung tbergegangen. Auber den hydrolytischen Produkten 
gehen auch verschiedene andere Substanzen, z. B. organische 
Sduren, welche bei der Butterséiuregaérung der Bakterienmasse 
entstanden waren, in Lésung tiber. 

Bei der Hydrolyse mit 1,25°/oiger Schwefelsiure und mit 
10°/oiger Salzséiure fanden sich im Filtrate ca. 33°/o Zucker 
der luftrockenen Substanz. 

Bei der Hydrolyse mit 25°%/oiger H,SO, (24 Stunden auf 
offenem Feuer) konnten im Filtrate 10—12°/o Zucker (in ver- 
schiedenen Portionen) nachgewiesen werden. 

Aus diesen Befunden kann man die Schlubfolgerung machen, 
dafi die Kapseln des Azotobacter aus irgend einem Kohlen- 
hydrat (Polysaccharid) bestehen, welches bei Hydrolyse Zucker, 
der Fehlingsche Fliissigkeit reduziert, ergibt. 

7. Zur Hydrolyse der Eiweifstoffe nahmen wir je 
100 g der trockenen Bakterienmasse. 

a) Hydrolyse vermittelst 25°/oigerSchwefelsaure. 
Die trockenen Azotobacterkérper mit einem Gehalte von 
2,175°/o N wurden mit der 10fachen Quantitaét 25 °/oiger H,SO, 
anfangs im Laufe von 5 Stunden im Wasserbade, spiter 
24 Stunden auf offenem Feuer mit Riickflubkiihler erhitzt. Hierbei 
blieben 25°/o der Substanz unaufgelost. Dieser Rest wurde unter 
denselben Bedingungen von neuem im Laufe von 12 Stunden 
hydrolysiert. Danach blieben noch 22°/o der Bakterienmasse 
mit einem Gehalte von 0,755°/o Stickstoff (0,1881 g) un- 
aufgelist. 

Der Stickstoffgehalt des Filtrates betrigt 1,7956 g, d. h. 
87,33 °/o der anfinglichen N-Menge. 

Die Bestimmung des Aminostickstoffes nach 
Sérensen!’) ergab 1,176 g, d. h. amidiert wurden 54,1°/o 
des Gesamtstickstoffes oder 62°/o des in Losung tibergegangenen. 

b) Hydrolyse mit 20°%/oiger Salzsaéure (in einer 
anderen Portion des Materials, welche 2,14°/o N_ enthielt). 


') Sérensen, Biochem. Zeitschrift, Bd. 7, 1907. 
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Saimtliche Bestimmungen wurden zweimal in zwei Proben ein 
und desselben Materiales (a und b) vorgenommen. Die hydro- 
lytischen Produkte wurden nach van Slyke’) bestimmt. 

1. Analyse. 32,0828 g der Bakterienkérper wurden im 
Laufe von 26 Stunden mit 500 cem einer 20°/oigen Salzsiéure 
(im Verhiltnis von 1: 15) hydrolysiert. 

Im Hydrolysat fanden sich 0,63 g Stickstoff, d. h. 91,7°/o 


des Gesamtstickstoffes. 
eee err rrrrrrr rr reree eee ee eres ae a. 








a a. a ae In g In °/o zum Gesamtstickstoff 
des Hydrolysats 
Ammomakstickstoff ....... 0,06293 | 99 
Melaninstickstoff ........ 0,0230 | 3,65 
Gesamtstickstoff der Diaminobasen | 0,1663 | 26,39 
Gesamtstickstoff der Monoamine .| 0,3780 | 60,00 
| 99,94 


Vom Gesamt-N der Diaminofraktion kommen: 
auf Aminostickstoff — 0,1148 g = 18,22°/o 
Nichtaminostickstoff — 0,0515 » — 8,16°/o 
Summe 0,1663 g = 26,38 °/o 
Auf folgende Diamine kommen: 
Arginin — 0,0655 g = 10,39°/o 
Histidin — 0,0103 » 1,63 °/o 
Lysin — 09,0914 » = 14,50°/o 
0,1672 g 26,52 °/o 
Vom Gesamt-N der Monoamine kommen: 
auf Aminostickstoff — 0,3479 g = 55,22 °/o 
Nichtaminostickstoff — 0,0301 » = 4,779°/o 
Summe 0,3780 g 60 = %/o 
2. Analyse. 30g der Bakterienkérper wurden im Laufe 
von 28 Stunden mit 300 ccm einer 20°/oigen Salzsiure (1 : 10) 
hydrolysiert. 
Die zur Bestimmung genommene Portion des Hydrolysates 
enthielt 0,5101 g N. 


'' van Slyke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, 1910. — Bio- 
chemische Arbeitsmethoden, Bd. 5 (2. Abt.) und Bd. 6. 





























i :caeieen Seaaitienait In g In °/o zum Gesamtstickstoff 
des Hydrolysats 
Ammoniakstickstoff ....... 0,0490 9,6 
Melaninstickstoff ........ 0,0180 3,5 
Gesamtstickstoff der Diaminobasen | 0,1355 26,56 
Gesamtstickstoff der Monoamine ./| _ 0,3076 60,33 
0,5101 99,99 
Vom Gesamt-N der Diaminofraktion kommen auf: 
Aminostickstoff 0,0904 g = 17,72 °/o 


Nichtaminstickstoff 0,0451 » = 8,84°/o 
Summa  0,1355 g = 26,56 °/o 

Auf folgende Diamine kommen: 
Arginin 0,0526 g = 10,31 °/o 
Histidin 0,008 » = 1,64°/o 
Lysin 0,0745 » = 14,60°/o 


Summa  0,1351 g = 26,55 °/o. 

Vom Gesamt-N der Monoamine kommen auf: 
Aminostickstoff 0,2828 g = 55,44 °/o 
Nichtaminstickstoff 0,0248 » = 4,86°/o 


Summa _ = 0,3076 » = 60,30°/o. 

Die Cystinbestimmung ergab in beiden Analysen ein nega- 
tives Resultat. Auch Purinbasen konnten nicht nachgewiesen 
werden. 

Fassen wir die von uns erzielten Resultate zusammen, 
so kommen wir zu folgenden Schliissen: 

1. Die unter den von uns eingehaltenen Bedingungen 
gewonnenen Zellen des Azotobacter chroococcum enthalten 
eine verhaltnismabig geringe Menge EiweifB (ca. 13°/o), ihre 
Hauptmasse besteht aus stickstofffreier Substanz (Kohlehydrate). 

2. Die Verteilung des Stickstoffes von Ammoniak, Di- 
und Monoaminen in den hydrolytischen Produkten des Azoto- 
bacter weist im Vergleiche zu anderen Eiweifstoffen keine 
Abweichungen auf, und zwar fanden wir ca. 10°/o Ammoniak- 
stickstoff, 26,5°/o Diaminstickstoff und ca. 60°/o Monoamin- 


stickstoff. 
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3. Einige Besonderheiten weist das Verhiiltnis der zu den 
Diaminen gehOrigen Substanzen untereinander auf. Beim Azo- 
tobacter fand sich ein weit gréferer Gehalt an Lysin im 
Vergleich zu demselben bei anderen tierischen und pflanzlichen 
Eiweibstoffen, und zwar 14,5—14,6 °/o. Es war sogar in groferer 
Quantitaét vertreten als wie Arginin. In den meisten Fallen 
ist das Verhaltnis zwischen Arginin und Lysin umgekehrt (vgl. 
die Tabelle, welche van Slyke in Bd. 5, 2. der «Biochemischen 
Arbeitsmethoden», S. 1026 angibt). 

4. Die Quantitét des festgestellten Arginins wies keine 
Abweichungen von dem Mittelwerte des Gehaltes dieser Di- 
aminosdure in den meisten Eiweifsubstanzen auf. Histidin 
konnte nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. 

5. Ob die erwihnten Beziehungen ein konstantes Merkmal, 
welches fiir den chemischen Bestand der Kérper des Azoto- 
bacter chroococcum typisch ist, darstellen oder ob sie sich 
in Abhingigkeit von verschiedenen Bedingungen (dem Bestande 
des Nahrbodens, dem Alter der Kultur, den Rasseneigenheiten 
usw.) verdndern kOénnen, auf diese Fragen kann keine be- 
stimmte Antwort gegeben werden. Die Inkongruenz der Unter- 
suchungsergebnisse verschiedener Autoren, welche Analysen 
ein und derselben Art vorgenommen haben, spricht augen- 
scheinlich zugunsten der zweiten Voraussetzung. 














Zur Kenntnis der gepaarten Glukuronsdure. 


Von 


Yoshita Sera. 


(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung der Med. Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, November 1913.) 


Die Anzahl der bisher untersuchten gepaarten Glukuron- 
siuren ist nicht gering. Sie gehdren meist zu der Glukosid- 
klasse; bei einigen handelt es sich um Ester. 

Die von Blum gewonnene Dichlorthymolglukuronsaure ist 
jedoch, anders als die genannten beiden Typen, aus den Paar- 
lingen anscheinend ohne Wasseraustritt erfolgt. Spéater hat 
Kotake an einer gepaarten Glukuronsdure, «Glukurovanillin- 
siure», beobachtet, dafi die Paarung der Vanillinséure an Glu- 
kuronséure auch ohne Wasseraustritt vor sich geht. 

Nach Hildebrandt werden Vanillinglukuronséure (= Glu- 
kurovanillinséure ?), sowie Thymotinpiperidid durch Emulsin 
gespaltet; auf Grund dieser Beobachtung schlieBt er: «Es scheint 
mir nicht ausgeschlossen, daB trotz der auch in einigen anderen 
Fillen scheinbar festgestellten Paarung ohne Wasseraustritt die 
glukosidische Struktur der gepaarten Verbindung auch dann 
wird angenommen werden miissen». Hiernach kénnte man die 
Konstitution der Glukurovanillinséure u. a. noch nicht als ganz 
festgestellt betrachten. 

Ich habe aus dem Harn von mit Orcin gefiitterten Kaninchen 
eine gepaarte Glukuronsiure, Orcinglukuronséure, gewonnen. 
Da das Orcin dem Vanillin chemisch sehr nahe steht, inter- 
essierte es mich, diese gepaarte Séure naiher zu untersuchen, 
in der Erwartung, dadurch einen Beitrag zur Strukturkenntnis 
der Glukurovanillinséure liefern zu k6nnen. 


') Blum, Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 514 (1892). 
*) Kotake, Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 320 (1905). 
*) Hildebrandt, Hofmeisters Beitr., Bd. 7, S. 438 (1906). 
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Darstellung der Orcinglukuronsiure und 
Eigenschaften derselben. 


Als Versuchstier bediente ich mich des Kaninchens. Das 
Tier bekam per os 1,5 g Orcin pro 2 kg Koérpergewicht. Der 
in 24 Stunden entleerte Harn reagierte stark sauer, firbte sich 
schwach dunkelviolett, drehte intensiv nach links und gab 
Millonsche Reaktion schon in der Kalte. Wenn der Harn mit 
Mineralsiiuren gekocht wurde, zeigte er eine deutliche Rechts- 
drehung und gab nicht mehr Millonsche Reaktion. 

Der gesammelte Harn wurde zuniichst mit Bleiacetat 
gefallt und die vom Niederschlag abfiltrierte Fliissigkeit mit 
Bleiessig versetzt. Die dabei eintretende Fillung wurde ab- 
gesaugt, wiederholt mit Wasser gewaschen und dann mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Bleisulfid abfiltrierte 
Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade bis zu einer geringen 
Menge eingedampft, dann mit Baryumcarbonat 20 Minuten auf 
dem Wasserbade erhitzt und filtriert. Das Filtrat wurde zu 
Sirup eingedampft und an der Luft oder in einem Exsikkator 
stehen gelassen, wobei sich das Baryumsalz der Orcinglukuron- 
siure krystallinisch ausschied. 

Das so gewonnene orcinglukuronsaure Baryum wurde 
wiederholt aus Wasser umkrystallisiert. Es krystallisierte in 
Nadeln, welche in Wasser leicht lislich, in Alkohol und Ather 
unléslich waren. Es zeigte Millonsche Reaktion und Orcin- 
Salzsiureprobe und zwar ohne Zusatz von Orcin — die Re- 
duktionsprobe war negativ —. 

Eine wiisserige LOsung des Baryumsalzes drehte die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links. 

0,3996 g des Baryumsalzes, in 20 ccm Wasser gelést, drehten in 
1 dm-Rohr 1,47° nach links. 

[a], = — 73,58°. 


Analysen der Orcinglukuronsdure. 


Zur Analyse wurde das Baryumsalz angewandt, welches bei 110 
bis 120° C. zum konstanten Gewicht getrocknet war. Uber 120° C. farbte 


es sich allmiihlich braun. 
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1. 0,2071 g der bei 110° C. getrockneten Substanz, mit Schwefel- 
siure abgeraucht, gaben 0,0625 g Baryumsulfat. 
Ba = 17,76 °%o. 
2. 0,3550 g der bei 115° C. getrockneten Substanz, mit Schwefel- 
siure abgeraucht, gaben 0,1083 g Baryumsulfat. 
Ba = 17,95 °/o. 
3. 0,1782 g der bei 120° C. getrockneten Substanz, mit Schwefel- 
sdure abgeraucht, lieferten 0,0544 g Baryumsulfat. 
Ba = 17,96 %/o. 
4. 0,3373 g der bei 110° C. getrockneten Substanz lieferten 0,4992 g 
CO,') und 0,1368 g H,0O. 
C = 40,36 °/o 
H = 4,51°%o. 
5. 0,3254 g der bei 110° C. getrockneten Substanz lieferten 0,4795 g 
CO, ') und 0,1347 g H,0. 


C = 40,19% 
H = 4,60°%. 
Es wurden gefunden: 
1 2 3 4 5 Mittel 
C = -- — 40,36 40,19 40,28 °/o 
H — — — 4,51 4.60 456% 
Ba 17,76 17,95 17,96 — — 17,89 °/o 
Aus den Mittelwerten ergibt sich folgende Formel: 
(C.,3H,,0,).Ba. 
Berechnet dafiir: 
C = 40,45%o 
a = 4,41 %/o 
Ba = 17,81 °/o. 


Spaltung der Orcinglukuronsaure. 


15 g des Baryumsalzes wurden mit 250 ccm 5°/oiger 
Schwefelsiure versetzt, vom entstandenen Baryumsulfat abfil- 
triert und das Filtrat in einem kleinen Kolben am Riickflub- 
kiihler auf dem Sandbade 6 Stunden und 30 Minuten erhitzt, 
bis die Fliissigkeit nicht mehr Millonsche Reaktion gab. Die 
nach dem Erkalten von der Huminsubstanz abfiltrierte Fliissigkeit 
wurde mit Ather wiederholt ausgeschiittelt. 


‘) Der Kohlensauregehalt im Baryumcarbonat, welches bei jeder 
Verbrennung im Schiffchen zuriickblieb, wurde besonders bestimmt. 
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Das Atherextrakt hinterlieB- beim Abdestillieren des Athers 
einen Sirup. Er wurde mit Benzol aufgenommen und in einer 
Krystallisierschale auf dem Wasserbade vorsichtig eingedamplft. 
Beim Erkalten schieden sich Krystalle ab, welche aus Wasser 
mehrmals umkrystallisiert wurden. Sie schmolzen, an der Luft 
getrocknet, bei 58° C.; bei 95° C. getrocknet, bei 106—108 °. 


Die Analyse ergab folgende Zahlen: 
0,2090 g der bei 95° C. getrockneten Substanz gaben 0,5190 g CO, 
und 0,1281 g H,0. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,O,: 
C = 67,73, C = 67,74°/o, 
H= 6,81°/o, H = 6,45°/o. 


Die mit Ather erschépfte Lésung wurde zuniichst mit 
Atzbaryt und dann Baryumearbonat neutralisiert. Die vom 
Baryumsulfat abfiltrierte Fliissigkeit wurde im Vakuum destil- 
liert. Aus der eingeengten L6sung wurde das Kaliumsalz durch 
Umsetzung des Baryums mittels Kaliumsulfat dargestellt. 

Das Kaliumsalz wurde abgesaugt, mit einer Mischung 
von Alkohol und Wasser gewaschen und dann aus Wasser 
umkrystallisiert. Es krystallisierte in feinen Nadeln und war 
leicht léslich in Wasser, unlislich in Alkohol und Ather. Die 
wiasserige LOsung reduzierte Fehlingsche Lésung beim Er- 
wirmen und zeigte eine Rechtsdrehung. Die Analyse ergab 


folgende Werte: 
0,1887 g der bei 100° C. getrockneten Substanz, mit Schwefelsaiure 
abgeraucht, gaben 0,0708 g Kaliumsulfat. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,O,K: 


K = 16,84 7o. K = 16,85 °/o. 

Somitist mit Sicherheit erwiesen, daf die Orcinglukuronsiiure 
bei der Spaltung mit Schwefelséure Orcin und Glukuronsiiure gibt. 

Ich habe auch einen Spaltungsversuch mit Emulsin an- 
gesetzt; das Resultat war aber negativ. 


Konstitution der Orcinglukuronsdure. 


Nach den Analysen- und Spaltungsergebnissen scheint 
es am ungezwungensten, die Konstitution analog derjenigen 
der Dichlorthymolglukuronséure bezw. Glukurovanillinsaure fol- 
genderweise auszudriicken. 
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OH COOH 
| | 
/\ (He 7 
CH,—\,—0—CHOH 


= C,5H,,0,. *) 
Uber die Glukurovanillinsdure. 


Nach Hildebrandt wird die Vanillinglukuronsaure, wie 
oben erwiihnt, durch Emulsin gespaltet. Ich habe den Ver- 
such mit der Glukurovanillinsdéure einer Nachpriifung unterzogen. 
Da die Glukurovanillinsiure nach Kotakes und meiner Er- 
fahrung sehr leicht zersetzlich ist, ist es unbedingt notig, bei 
Spaltungsversuch eine Kontrollprobe anzustellen. Ich stellte 
aus dem glukurovanillinsauren Baryum, welches nach Kotake 
aus dem Harn isoliert wurde, das Kaliumsalz dar und lie8 auf 
letzteres folgenderweise das Emulsin einwirken. 

1.6916 g des Kaliumsalzes wurden in 200 ccm Wasser 
gelost, in zwei Portionen geteilt und mit Essigséure schwach 
angesiiuert; die eine nach Zusatz von 0,8 g Emulsin (Kahl- 
baum), die andere sofort bei Gegenwart von Toluol 16 Stunden 
lang in dem Brutofen stehen gelassen. Beide Portionen wurden 
dann mit Essigsiiure stark angeséiuert — ich benutzte deshalb 
Essigséure, weil die genannte gepaarte Séure durch Mineral- 
siuren allmihlich zersetzt wird — und in der Schiittelmaschine 
auf das griindlichste extrahiert. Aus beiden Extrakten wurden 
der Ather und Essigsiiure, welch letztere bei der Extraktion 
in Ather itibergegangen war, verjagt und die dabei zuriickge- 
bliebenen Riickstaénde gewogen. 

Portion mit Emulsin (),0070 g, 
Kontrollprobe 0,0067 g. 

Aus dem Versuch geht hervor, daf die Glukurovanillin- 
siiure nicht durch Emulsin gespaltet wird, so da8 vorliufig kein 
Grund mehr vorliegt, die Konstitution genannter Séure gluko- 
sidisch zu betrachten. | 


‘) Ich habe mich tiberzeugt, daf, das Baryumsalz der Orcinglukuron- 
sdure bei 120° C. noch kein Wasser abgibt, und es scheint mir unwahr- 
scheinlich, meine gepaarte Saure fiir C,,H,,O, —+-H,O zu halten. 








Uber die Herkunft des Kreatins im tierischen Organismus.') 


Von 
Karl Thomas. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. November 1913.) 


I. Das Verhalten der Arginase zur y-Guanidylbuttersiure und 
e-Guanidylcapronsaure. 


Uber die Muttersubstanz des Kreatins hat man bis heute 
nur Vermutungen. Kreatin und Arginin sind die einzigen Guanidyl- 
siuren, die im KOrper vorkommen. Es lag nahe, diese mit- 
einander in Verbindung zu bringen. Jaffé?) gab Kaninchen 
subcutan’) Argininnitrat; die Kreatinmenge im Harn wurde nur 
sehr wenig grOfer, die in den Muskeln blieb gleich. Zu einem 
sicheren Ergebnis war also auf diesem Wege nicht zu gelangen. 
Einige Jahre spiter machte Knoop‘) dann wieder auf diese 
Beziehungen aufmerksam. Der Abbau des Arginins bis zur 
Guanidylessigsiure wiirde ganz im Einklang stehen mit den 
Gesetzen iiber den Abbau von Amino- und Fettsiiuren im 
tierischen Organismus; die Umwandlung der Guanidylessigséure 
in Kreatin durch Methylierung im Tierkérper haben bereits 
Jaffé,®) Dorner®) und Czernecki-Salkowski‘) beobachtet. 





‘) Dis Untersuchung wurde im Frihjahr 1911 im physiologisch- 
chemischen Institut in Tiibingen begonnen, im Winter 1912/13 im physio- 
logischen Institut in Greifswald und darnach im Kaiser-Wilhelm-Institut 
fiir Arbeitsphysiologie fortgesetzt. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 430, 1906. 

3) Bei oraler Darreichung von Arginin (oder argininreichem Eiweif) 
ist die Ausscheidung des Gesamtkreatins nicht vermehrt (Jaffé, van 
Hoogenhuyze und Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 415, 1905). 

*) Desgl., Bd. 67, S. 495, 1910. 

> 2h. ¢. 

®) Desgl., Bd. 52, S. 225, 1907. 

") Desgl., Bd. 44, S. 294, 1905; s. hierzu die Bemerkung von Jaffé, 
diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 453. 
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Auffallend ist bei dieser Annahme allerdings, da Guanidyl- 
essigsiure trotz ihrer Schwerldslichkeit, trotzdem sie nur zu 
wenigen Prozent der Methylierung anheimfallt und zum gr6Bten 
Teil unveriandert wieder ausgeschieden wird, bisher als normaler 
Bestandteil des Organismus noch nicht aufgefunden worden ist. 
Neubauer’) fiihrte noch mehr Wahrscheinlichkeitsgriinde dafiir 
an, daf Arginin als Muttersubstanz des Kreatins zu gelten 
hat. Er weist auf das Fehlen der Arginase im Muskel hin und 
darauf, daf} die anderen Annahmen experimentell nicht zu 
stiitzen sind. Er hatte noch auf die schwere Angreifbarkeit des 
Guanidinkomplexes im Tierkérper (Pommerrenig)?) hinweisen 
kénnen und darauf, daB das Fleisch aus argininreichen Eiweif- 
korpern besteht (Osborne),*) und daf die Arginase nur Arginin, 
keine anderen Guanidinderivate, z. B. auch nicht Kreatin und 
Guanidylessigséure spaltet (Dakin). 4) 

Eine Guanidylséure mit gerader Anzahl von C-Atomen 
miifte nach dieser Anschauung die gleiche Reaktionsfolge im 
intermediiren Abbau geben, wie das Arginin. Ich begann da- 
her meine Arbeit besonders im Hinblick auf die spezifische 
Wirkung der Arginase mit der Guanidylbuttersaéure und Guani- 
dyleapronsaure. 

Vor kurzem erschien eine Arbeit von Inouye.®) Er durch- 
sptilte tiberlebende Leber mit Arginin und fand stets eine Zu- 
nahme des Gesamtkreatins, allerdings in so geringem Grade, 
dafi auch er einen endgiiltigen Beweis fiir die Bildung des 
Kreatins aus Arginin nicht beibringen konnte. 

Eine ausfiihrliche Kritik der bisherigen Arbeiten zu dieser 
Frage gab v. Fiirth®) und vor allem Riesser.’) 


‘) Uber den Abbau der Aminofettsiuren in Abderhaldens Hand- 
lexikon der Biochemie, Bd. 4, S. 385, 1911. 

*) Hofmeisters Beitr. zur Physiol. und Path., Bd. 1, S. 561, 1902. 

8) Americ. Journ. of Physiol., Bd. 24, S. 437, 1909. 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 3, S. 435, 1907. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 71, 1902. 

*) v. Firth, Probleme der physiol. u. pathol. Chemie, Bd. 2, Vor- 


lesung 31. 
7) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 415, 1913 (bes. S. 431 ff.). 
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Darstellung der e-Guanidyl-n-capronsdure. 


e-Amino-n-capronsiiure wurde nach den Angaben von 
Ad. Baeyer?!) und Wallach?) unter Benutzung der Angaben 
von v. Braun*) aus Cyklohexanon (Poulenc Paris) dargestellt. 
Die Umlagerung des Oxims in Lactam erfolgt mit der vor- 
geschriebenen?) Schwefelsiiure in guter Ausbeute, wenn héchstens 
3 g Oxim auf einmal verarbeitet werden, 100 g Keton geben 
ungefaéhr 35 g e-Leucin.4) Cyanamid wurde aus Kalkstickstoff 
nach F. Baum®) gewonnen und aus trockenem Ather umkry- 
stallisiert. Aquimolekulare Mengen von Aminosiure und Cyan- 
amid werden in moéglichst wenig Wasser gelést und mit einigen 
Tropfen Ammoniak deutlich alkalisch gemacht. Sie bleiben 
einige Wochen unter zeitweisem Zusatz von neuem Cyanamid 
bei Zimmertemperatur stehen. Bereits nach wenigen Tagen 
beginnt sich die schwer lésliche Guanidylcapronséure abzu- 
scheiden. Die Krystalle werden abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und abgeprefit. Beigemengtes Dicyandiamid wird durch 
Auskochen mit 96°/oigem Alkohol entfernt (Kontrolle durch das 
in Alkohol schwer lésliche, in langen feinen Nadeln krystalli- 
sierende Silbernitratdoppelsalz). Die Ausbeute an Guanidyl- 
capronsdure betragt bis zu 90°/o der Theorie. Das Produkt 
ist noch leicht gelblich (nach Kjeldahl 23,78°/oN, ber. 24,28 °/o). 
Wird die wasserige Lésung des Chlorhydrats mit Ammoniak 
oder fixem Alkali versetzt, so fallt auch bei Uberschu8 an 
Alkali die freie ¢-Guanidyleapronsdéure aus. Mikrokrystalline 
Nadeln zu Drusen vereinigt. Kein Schmelzpunkt. In Wasser, 
auch in der Warme sehr wenig loéslich, bei Zimmertemperatur 
ungefahr 1: 1400. Die durch Fallung mit Natronlauge aus dem 
Chlorhydrat erhaltene Séure schlieBt hartnackig Kochsalz ein. 


') Liebigs Ann. der Chem., Bd. 278, S. 102. 

*) Desgl., Bd. 312, S. 187, 1900. 

3) Chem. Ber., Bd. 40, S. 1839. 

*) z. B. wurden bei einer Darstellung entsprechend 100g Keton 
erhalten 78,1 g Oxim = 62 g Lactam = 28,3 g reines e-Leucin. Die 
Mutterlaugen kénnen ohne weitere Reinigung auf Guanidylcapronsdure 


verarbeitet werden. 
5) Biochem. Zeitschr., Bd. 26, S. 330, 1910. 
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Deshalb wurde die Saéure durch Umkrystallisieren aus warmer 
Salzsaure in das Chlorhydrat tibergefiihrt. 

28 g e-Guanidyl-n-capronsiure wurden in 150 ccm konzentrierter 
Salzsiure warm gelést, nach dem Abkihlen fielen feine, rein weife 
Nadeln aus; tiber Kaliumhydroxyd im Vakuum getrocknet betrug die 
Ausbeute 23,2 g oder 68,4°/o der Theorie. Durch Einengen der Mutter- 
lauge bei maéfhiger Warme werden weitere, noch ziemlich reine Fraktionen 


des Chlorhydrats erhalten. 

0,1501 g = 0,2212 g CO, = 40,19%o C (ber. 40,07% C) 
= 0,1030 > H,O = 7,68% H(»  7,69%o H). 

0,1954 g nach Kjeldahl = 20,03°/o N (ber. 20,06°%o N). 

0,3304 » in schwefelsaurer Lésung mit Silbersulfat gefallt, geben 0,2266 g 
AgCl = 16,97°%o Cl (ber. 16,91°/o Cl). 

0,3242 g geben 0,2218 g AgCl = 16,93°/o Cl (ber. 16,91°%o Cl). 

Schmelzpunkt 165°, scheinbar ohne Zersetzung, denn die 
Schmelze erstarrt zu einer Krystallmasse vom gleichen Schmelz- 
punkt, auch mit konzentrierter Salzséure bleibt die Substanz 
unveriindert. Das Chlorhydrat ist in Wasser sehr leicht léslich, 
leicht léslich in heigem Alkohol, weniger in kaltem. Bei Zimmer- 
temperatur lésen 100 g 99,6°/o Alkohol 2,188 g. Aus der nicht 
zu verdiinnten wiisserigen Lésung des Chlorhydrats fallt auf Zu- 
satz von 33 °/oiger wiisseriger Goldchloridlésung das Goldsalz 
in schiefen Oktaedern, frei von Krystallwasser, Schmelzpunkt 
166°, wenig léslich in kaltem Wasser, leicht léslich in heifem 
Wasser, sehr leicht léslich in Alkohol. 

0,0932 g geben 0,0359 g Glihriickstand = 38,52°/o Au. 
Berechnet fiir C,H,;0,N,HAuC], = 38,43°/o Au. 

Beim Zusatz von Platinchlorid zum Chlorhydrat wird keine 
Fallung erhalten. 

Durch doppelte Umsetzung mit Silbernitrat wird das Nitrat 
erhalten, derbe Prismen, ziemlich wenig loslich in kaltem Wasser, 
Schmelzpunkt 154—155°, tber 170° Zersetzung. 

0,1551 g Substanz = 31,9 ccm N, 21°, 763 mm, 33 °/o Kalilauge; gef. 23,63 °/o N. 
Berechnet fiir C,H,,0,N, == 23,78°/o N. 

Guanidylcapronséureacetat, durch Umkrystallisieren der 
freien Siiure aus heifem Eisessig erhalten, diinne 6 eckige Tafeln, 
wird bei Beriihrung mit Wasser, bei schwachem Erwérmen an 
der Luft oder im Vakuum, gespalten, daher kein Schmelzpunkt. 
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Die saure wasserige L6sung wird nicht gefallt durch Silber- 
nitrat, dagegen durch Phosphorwolframsaure und vollstandig durch 
Quecksilberacetat und Soda in alkoholisch wasseriger Lésung. 


e-Guanidylcapronsadure und LeberpreBsaft. 


Das dem durch Entbluten getéteten Tier sofort entnommene 
Organ wurde durch die Fleischhackmaschine gegeben, mit Kiesel- 
gur verrieben und auf der Buchner-Presse ausgepreBbt. Nach 
Toluolzusatz wird der Saft bei 37° gehalten. 

Die jetzt folgende Aufarbeitung geschah in allen Versuchen 
sinngema8 in gleicher Weise: 

Nach Ansaduern mit verdiinnter Schwefelséure bis zu 
eben kongosaurer Reaktion wird erwarmt, das halbe Volumen 
96°/oigen Alkohols zugesetzt, filtriert und sorgfaltig mit heiBem 
Wasser ausgewaschen. Darauf wird Filtrat und Waschfliissig- 
keitim Vakuum bei 40° Badtemperatur eingeengt, reines Baryum- 
carbonat im UberschuB zugegeben und im Vakuum bis zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wird 3 mal mit 99,6°/oigem 
Alkohol ausgekocht (= Alkoholextrakt I). Die Lésung des 
Riickstands in wisseriger Salzséure wird wieder im Vakuum 
zur Trockne eingedampft, und wieder mit 99,6°/oigem Alkohol 
erschopft (= Alkoholextrakt II). Der Riickstand enthalt jetzt nur 
noch wenige Milligramm N. Die Alkoholextrakte werden im 
Vakuum eingeengt, die Riickstinde mit wenig Wasser auf- 
genommen, wenn notig mit Tierkohle entfarbt und bei Zimmer- 
temperatur im Vakuum tiber Schwefelséiure bezw. Kalium- 
hydroxyd eingeengt. In den Alkoholextrakt I mufte Harnstoff 
iibergegangen sein. Er wurde mit nitritfreier konzentrierter 
Salpetersiure gefallt. Das Nitrat —- nach Salkowski') auf 
Beimengungen von Hypoxanthin- und Kaliumnitrat gepriift 
— wird in Wasser gelist und mit tberschiissigem Baryum- 
carbonat zur Trockne verdampft, mit Alkohol ausgezogen, der 
Alkohol verjagt, nochmals mit absolutem Alkohol aufgenommen 
und mit der entsprechenden Menge alkoholischer Oxalsiéure 
gefallt. Der oxalsaure Harnstoff wurde durch Zersetzungspunkt 


') Hoppe-Seyler-Thierfelder, 8. Aufl., 1909, S. 653. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVIII. 32 
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und Bestimmung seines N-Gehaltes nach 1—2maligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol und Wasser identifiziert. Der Riick- 
stand des Alkoholextraktes II wird, wenn notig, mit Tierkohle 
entfiirbt und der freiwilligen Krystallisation tiberlassen. Tritt 
diese nach einigen Tagen ein, so wird das Chlorhydrat der 
zugesetzten Guanidylsaéure auf Ton abgepreBt. Die Mutterlauge, 
beim Umkrystallisieren der abgepreften Krystalle gewonnen, 
wurde mit dem Riickstand, der aus dem Tonteller herausgelést 
wird, vereinigt und noch einmal wie eben angegeben behandelt. 
Tritt keine freiwillige Krystallisation mehr ein, so wird die 
eingeengte Losung mit einigen Tropfen Salzséure und 33 °/oiger 
wisseriger Goldchloridl6sung versetzt. Von allenfalls aus- 
geschiedenem schwer léslichem Aurat der Guanidylséiure wird 
abfiltriert; das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff behandelt 
und eingedunstet, aus ihm wird entweder direkt durch alko- 
holisches Platinchlorid die entsprechende Aminosiure zu ge- 
winnen versucht oder besser aus der Phosphorwolframséure- 
fallung dieser Fraktion. 

Versuch I. Hund. Aus 235 g bluthaltiger Leber werden 
50 cem Prefsaft gewonnen. 25 ccm davon mit 30 ccm de- 
stilliertem Wasser und 2,00 g e-Guanidylcapronsiure 20 Stunden 
bei 37° nach Zusatz von Toluo]l. Reaktion wird dabei lackmus- 
sauer. Es wurde erhalten: 

a) Kein Harnstoffnitrat,!) b) 0,78 g e-Guanidylcapronséure- 
chlorhydrat (Schmelzp. 165°), aus dessen Mutterlauge 1,34 g 
Chloraurat, nach dem Umkrystallisieren 1,19 g vom Schmelz- 
punkt 153—157° (statt 166°), zwei weitere unreine Fraktionen 
vom Chloraurat 0,26 g,?) c) keine Aminosdure. 

Es werden also 57°%/o der zugesetzten Guanidyl- 
siure unverindert zuriickgewonnen und keine Spal- 
tungsprodukte aufgefunden. 

Versuch 2. Hund. Leberprefsaft mit 3,00 g e-Guanidy]- 
capronsiiure und Toluol unter zeitweiligem Schiitteln und Ab- 


‘) An dieser Stelle wurden 0,107 g eines kaliumnitratreichen Ge- 
misches erhalten, das kein Hypoxanthin enthielt und bei 220° noch 
unverandert war. 


*) Wurde schon bei 130° weich und war bei 150° geschmolzen. 
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stumpfen der sauren Reaktion durch Soda. 20 Stunden bei 
37°. Es wurde erhalten: 

a) Kein Harnstoff. b) 1,40 g e-Guanidylcapronsiure- 
chlorid sowie 0,3 g einer stark mit anorganischen Chloriden 
verunreinigten zweiten Fraktion. Letztere wurde als Chlor- 
aurat, erstere durch Schmelzpunkt (165--166°) und Misch- 
probe, Chloraurat und Analyse nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol und Trocknen iiber P,O, bei 80° im 
Vakuum identifiziert. 


0,3071 g gaben mit Silbersulfat in schwefelsaurer Liésung 0,2073 g Ag(Cl, 
das Filtrat verbraucht nach Kjeldahl 43,40 ccm ®/10-Saure. 
Gef. = 16,70°/o Cl Ber. = 16,91°o Cl. 
19,78°/o N 20,05°/o N. 

Es wurden also gegen 40°/o der zugesetzten 
Guanidylsiure wieder gewonnen und keine Spalt- 
produkte aufgefunden. 

LeberpreSsaft, d.h. in diesem Falle Arginase, spaltet 
e-Guanidylcapronsdure nicht. 


y-Guanidylbuttersaéure und Leberprefsaft. 


Die Darstellung der y-Guanidylbuttersiure erfolgte nach 
Kutscher!) durch Anlagerung von Cyanamid an die Amino- 
siure. Zum Nachweis benutzte ich ebenso wie Kutscher 
das Chlorhydrat und Chloraurat; hierfiir ist aber auch die 
freie Saure geeignet, denn sie fallt aus heifem Wasser beim 
Abkiihlen mit 2 Mol. Krystallwasser; schon im nicht evakuierten 
Exsikkator verwittern die Krystalle rasch. Auch Kutscher 
hatte offenbar ein wasserhaltiges Praparat zuerst in Hainden 
gehabt;?) die tbrigen Guanidylsauren von C,—C, sind nur 


wasserfrei bekannt. 

0,753 g lufttrockene Substanz verloren beim Trocknen 0,1526 g an 
Gewicht, daraus berechnet sich ein Wassergehalt von 20,26°%/o, waihrend 
Guanidylbuttersdure -++ 2H,O 19,90°/o erfordern. Die wasserfreie Substanz 
enthielt nach Kjeldahl! 28,65°/o N statt der berechneten 28,97°/o. Auch 
bei anderen Praparaten von y-Guanidylbuttersiure wurde der gleiche 
Krystallwassergehalt gefunden. 


1) Chem. Ber., Bd. 43, 3, S. 2882, 1910. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 415, 1901. 
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1,3540 g lufttrockene Substanz verlieren bei Zimmertemperatur 
im Vakuum iiber Schwefelséure 0,2692 g oder 19,88°/o H,O. 

0,1302 g unter den gleichen Bedingungen 0,0254 g oder 19,51°/o. 

0,9813 g bei 100° 0,1903 g oder 19,39%. 

Versuch I. Der Versuch wurde mit dem gleichen PreB- 
saft der Hundeleber und in genau gleicher Weise unter Zusatz 
von 2,00 g y-Guanidylbutterséure wie bei Versuch I unter 
Guanidyleapronsaure angesetzt. Erhalten wurden: 

a) 0,978 g Harnstoffnitrat (Rohprodukt); daraus 0,30 g 
Harnstoff, identifiziert als Oxalat. 

0,1017 g verbrauchen nach Kjeldahl 19,05 ccm /10-Saéiure = 26,22°/o N 
Ber. fiir (CON,H,),C,0,H, = 26,67%o N. 

b) 0,34 g Aminobutterséure (Rohprodukt). Sie wurde in 
Methylalkohol gelést, von Anorganischem abfiltriert und mit 
Ather bis zur Triibung versetzt. Nach einigem Stehen im 
Eisschrank fielen 0,167 g weife Nadeln aus, die sich bei 189° 
zersetzen. (Schmelzpunkt der reinen y-Aminobuttersaure 202°.) 
Zur Identifizierung wurden sie in das Platinat tibergefiihrt. 
Ausbeute 0,24 g, Schmelzpunkt 211°, keine Depression bei der 
Mischprobe mit dem Platinat der synthetischen +-Aminobutter- 
siiure, das sich nach Abderhalden?) aber bei 220° zersetzt. 
Deshalb wurde nochmals aus wisserigem Athylalkohol um- 
krystallisiert und im Vakuum tiber P,O, getrocknet, Ausbeute 
0,09 g, der Schmelzpunkt anderte sich aber nicht; die Analyse 


nach Wallach?) ergab zu niedrige Werte: 
0,0805 g geben 0,1067 g AgCl und 0,0241 g Pt 
Gef. = 29,94%o Pt (ber. 31,65 °/o) 
> == 32,79%o Cl( » 34,470) 
Pt : Cl gef. 1 : 6,019. 

Von der zugesetzten Guanidylsiure wurde also nichts 
wiedergefunden; von den Spaltprodukten wurden vom Harn- 
stoff 38°/o der Theorie, von der Aminoséure nur 11°/o isoliert. 

Versuch 2. Kaninchen, Prefsaft von Leber und Niere; 
ca. 20 Stunden bei 37° unter Zusatz von 1,0 g y-Guanidylbutter- 
siiure und Toluol; Reaktion zum SchluB lackmussauer, Eiweib 
zum Teil ausgefallen. Aufarbeitung wie oben; erhalten wurde: 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 299, 1912. . 
*) H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung. 2. Aufl., 1909, 


S. 291. 
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a) Kein Harnstoff. b) 0,84 g y-Guanidylbuttersaurechlor- 
hydrat (= 67°/o der Theorie). Aus der Mutterlauge konnte 
noch eine Spur y-Guanidylbuttersaéurechloraurat, aber c) keine 
Aminosaure erhalten werden. 

Die Guanidylséure war also nicht gespalten worden; da 
die Arginase auch in der Leber vom Kaninchen vorkommt, 
mu8 sie durch die offenbar rasch aufgetretene saure Reaktion 
des Prefsaftes unwirksam geworden sein. 

Versuch 3. Wurde in gleicher Weise und mit den gleichen 
Mengen desselben Prefisaftes, wie unter Versuch 2 bei der 
e-Guanidylcapronsdure angegeben, unter Zugabe von 3,00 g 
y-Guanidylbuttersdiure angestellt. Erhalten wurde: 

a) 2,09 g Harnstoffnitrat (Rohprodukt); daraus 1,56 g 
oxalsaurer Harnstoff. Zersetzungspunkt 180°, N-Gehalt nach 
Kjeldahl 25,90°/o, nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol 26,19°/o (berechnet 26,67°/o N). b) Keine Guanidyl- 
sdure; an ihrer Statt wurden 0,04 g eines Chloraurates er- 
halten, das sich ohne vorheriges Schmelzen zwischen 170 und 
210° zersetzte. c) Keine Aminosdure; in der letzten Lésung, 
in der sie enthalten sein sollte, waren nur noch 33 mg N. 

Die Guanidylsiure war also gespalten worden. Von den 
Spaltungsprodukten konnte aber nur der Harnstoff (als Oxalat 
zu 71,8°/o der berechneten Menge) isoliert werden. 

Es ist also der Schlu8 erlaubt: Die Guanidylbutter- 
sdure wird durch Leberprefsaft in Harnstoff und 
r-Aminobutterséiure gespalten. Die Aminobuttersdure wird 
offenbar weiter abgebaut. 

Sowie neue Mengen der Guanidylbuttersaiure dargestellt 
sind, soll der Versuch mit einem gereinigten Arginasepraparat 
wiederholt werden. In einem Vorversuch mit einer kleinen 
Menge Guanidylbuttersdure und wirksamer Arginase (durch 
Alkohol-Atherfallung aus Leberprefsaft erhalten) wurde un- 
veranderte Saure zuriickerhalten. 


y-Guanidylbuttersiure und Muskelprefsaft. 


Wenn die y-Guanidylbutterséure durch die im Leber- 
prefisaft vorhandene Arginase gespalten worden ist, so darf 
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MuskelpreBsaft, der dies Ferment wahrscheinlich nicht ent- 
halt,1) sie nicht spalten. 

Versuch 1. Kaninchen frisch entblutet. PreBsaft aus 
der quergestreiften Muskulatur mit 1,0 g Guanidylbuttersdure 
und Toluol 20 Stunden bei 37°. Reaktion zum Schlu8 lackmus- 
sauer, EiweifS zum Teil ausgefallen. 

Die Aufarbeitung geschah in gleicher Weise wie bei dem 
Leberprefsaft, nur mufte auf die Gegenwart von Kreatin 
(bezw. Kreatinin) Riicksicht genommen werden. Aus dem bei 
niederer Temperatur eingeengten Alkoholextrakt I krystallisierte 
das Kreatin im Laufe einiger Tage und wurde durch Abpressen 
auf Ton entfernt. Schied sich aus dem mit Wasser aufgenom- 
menen Riickstand weiteres Kreatin ab, so wurde es auf gleiche 
Weise abgetrennt und hierauf der Rest mit konzentrierter 
Salpetersdure auf Harnstoff gepriift. Isoliert werden konnte: 

a) Kein Harnstoff. b) Keine Guanidylsdiure. c) Keine 
Aminosiure. 

Versuch 2. Hund, in Athernarkose entblutet. Der 
Prefsaft aus 750 g Fleisch der Hinterbeine wurde in 3 gleiche 
Teile geteilt. 

Nr. I erhielt keinen Zusatz, Nr. lI erhielt 3,0 g Guanidyl- 
butterséure, Nr. III 3,0 g Arginincarbonat, alle 3 Teile auferdem 
Toluol und Soda nach Bedarf zur Neutralisation entstandener 
Siure; sie blieben 20 Stunden bei 37° stehen. Erhalten wurde: 
a) kein Harnstoff, b) Guanidylbuttersaure, c) keine Aminosaure. 

In dem neutralen Alkoholauszug?) waren von der zuge- 
setzten Saéure 1,2 g enthalten, obwohl sie in reinem Zustande 
in Alkohol unléslich ist; daB Guanidylbutterséure vorlag, wurde 
nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser durch die Be- 
stimmung des Krystallwassergehalts und des Stickstoffs be- 
wiesen, ferner dadurch, dafi das Chlorhydrat der Substanz 
den richtigen Schmelzpunkt (188°) und Chlorgehalt (19,63°/o 
statt 19,53°/0) zeigte. 


‘) Kossel und Dakin, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 183, 1905. 

*) Hier konnte die offenbar von Anfang an im Prefisaft vorhanden 
gewesene kleine Menge Kreatin dieses Mal nicht nachgewiesen werden; 
offenbar war sie mit der reichlichen Menge Guanidylbuttersdéure ausge- 
fallen und durch diese verdeckt worden. 
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Aus Alkoholauszug II krystallisierte kein Chlorid, erst 
nachdem er mit PWS gereinigt war, fielen mit Goldchlorid 
aus der PWS-Faillung 0,2 g Ol, die in der Kiilte bald fest wurden. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser schmelzen sie 
bei 185-—187° nach vorherigem Sintern bei 178°, nach noch- 
maligem Umkrystallisieren aus wasseriger Salzsiiure und Trocknen 
iiber Kaliumhydroxyd im Vakuum bei 193—195°. Die Krystalle 
hatten das Aussehen vom Chloraurat der y-Guanidylbuttersdure, 
der Goldgehalt war aber 2°/o zu hoch. 


0,1715 g = 0,0692 g Glihriickstand = 40,35°/o Au (ber. 38,43°/o Au). 


Also Muskelprefsaft hat die y-Guanidylbuttersaure nicht 
gespalten, obwohl der verwendete Prefsaft offenbar nicht frei 
von Arginin war. 

In einem Kontrollversuch mit dem gleichen Prefsaft konnte nim- 
lich zugesetztes Arginin nicht wieder zuriickgewonnen werden, dagegen 
wurden 0,719 g Harnstoffnitrat (Rohprodukt)') gewonnen; er wurde identi- 
fiziert als oxalsaurer Harnstoff; nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol enthalt er 23,46°/o N, nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
Wasser 25,96°/o N (ber. 26,67 °%/o). 

Da die Arginase in vielen Organen (z. B. auch in den 
Lymphdriisen) nach Kossel und Dakin vorkommt, so wurde 
der Versuch mit Prefsaft von Muskeln wiederholt, die durch 
sorgfaltiges Praparieren und Zerschneiden so vollstandig wie 
moéglich von anhiingendem fremden Gewebe befreit waren. 


Versuch 3. Hund, in Athernarkose entblutet. Aus 960 g 
gereinigten Muskeln werden 450 ccm Prefisaft erhalten; 40 ccm 
davon bleiben mit 3,91 g y-Guanidylbutterséure + 260 ccm 
destilliertem Wasser +- 10 ccm Toluol 18 Stunden bei 37° 
stehen, die im Anfang entstandene Séure wird durch Soda 
gebunden, die Fliissigkeit reagiert zum Schluf eben alkalisch 
gegen Lackmus. Die Aufarbeitung geschah wie friiher, nur 
wurde bei den Vakuumdestillationen, die zur Bereitung der 
Alkoholausziige nétig sind, das tiberaus starke Schiéiumen durch 





1) In der gleichen Menge des gleichen Prefisaftes ohne Zusatz von 
Arginin 0,013 g Substanz. Beim Aufarbeiten mit Harnstoff wurde ein 
schmieriger Riickstand erhalten, der keine Biuretreaktion gab. 
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Zugabe einiger Tropfen von rohem Maschinen6l verhindert. 
Der erste schwefelsaure wisserige Auszug enthielt 1,286 g N 
(der PreBsaft allein 0,201 g nicht koagulierbaren N); in den 
ersten Alkoholauszug gingen davon 0,104 g. Harnstoff wurde 
nicht gefunden. Der beim Auskochen mit Alkohol verbliebene 
Riickstand wurde mit wasseriger Salzsiure aufgenommen und 
im Vakuum wieder zur Trockene verdampft. Er wurde darauf 
3mal mit Alkohol ausgezogen, aber offenbar nicht ersch6pft, 
denn der dabei gebliebene Riickstand enthielt noch 0,321 g N. 
Die alkoholischen Ausziige ergaben nach dem Einengen 2,32 g 
y-Guanidylbutterséurechlorhydrat, die in die freie Séure tiber- 
gefiihrt und durch N-Bestimmung identifiziert wurden. Die 
Mutterlauge davon enthielt noch 169mg N;; sie gab mit Gold- 
chlorid keine krystallinische Fallung, sie wurde durch Fallen 
mit Mercuriacetat und Soda in wasserig alkoholischer Lésung 
gereinigt (wobei ein Verlust von 4 mg N entstand) und nach 
Entfernung des Quecksilbers eingeengt. Auf Ton abgepreBt 
wurden 0,09 g braungefirbte Krystalle erhalten, die in wenig 
wiisseriger Salzsiiure gelést mit konzentrierter Goldchloridlésung 
ein Goldsalz geben, das bei 198—199° schmolz und die Misch- 
probe mit y-Guanidylbuttersdurechloraurat bestand. 

Angenommen, der im Riickstand fiir die Aufarbeitung ver- 
loren gegangene Rest von 321 mg N ist dort als Guanidyl- 
buttersiure (= 1,1 g) vorhanden gewesen, so sind von der 
zugesetzten Séiure 3,0 g oder 80°/o wiedergefunden worden. 
Eine Spaltung war nicht nachzuweisen. 

Es ist also der Schlu8 erlaubt: y~-Guanidylbutter- 
siure wird durch den Prefsaft reiner Muskeln nicht 
gespalten. Damit gewinnt die Annahme, dafi der Muskel 
Arginin abbaut, ohne die Guanidingruppe zu spalten, an Wahr- 
scheinlichkeit, besonders wenn man bedenkt, da Arginase nur 
die w-Guanidylsiiure spalten kann, die als nachstes Zwischen- 
produkt bei einem derartigen Argininabbau entstehen kénnte. 

Uber das Verhalten der beiden Guanidyl- und Amino- 
siuren im Stoffwechsel und das des Arginins und der y-Guanidyl- 
buttersdéure speziell im Muskelstoffwechsel wird demniachst 


berichtet werden. 





SRA 


4 
% 





ee 





j 
: 
. 
f 
4 


477 
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Ergebnis. 


1. Es werden die Darstellung und die Eigenschaften der 
e-Guanidylcapronséure mit ihrem Chlorid, Chloraurat und Nitrat 


beschrieben. 
2. Leberprefsaft spaltet die e-Guanidylcapronsaure nicht. 
3. Leberprefsaft spaltet die y-Guanidylbuttersaure in Harn- 


stoff und y-Aminobuttersdure. 
4, Muskelprefsaft spaltet die y-Guanidylbutterséure nicht 


und enthalt wahrscheinlich keine Arginase. 





Der Nachweis von freien Aminosaduren im Blute unter normalen 
Verhaltnissen. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1913.) 


Es ist gelungen, im Blute und im Blutserum Amino- 
siuren nachzuweisen und einige von ihnen zu identi- 
fizieren. Das Blut stammte von ganz normalen Schlacht- 
tieren. Da die Abtrennung der Aminosiéuren auf verschiedenen 
Wegen gegliickt ist, so unterliegt es keinem Zweifel mehr, daB 
im Blute freie Aminoséiuren zugegen sind — eine Annahme, 
die bereits indirekt auf Grund von Beobachtungen tiber den 
Gehalt des Blutes an nicht koagulierbaren, stickstoffhaltigen 
Verbindungen gemacht worden war. Die Versuche sind noch 
im Gange. Es sei hier nur in aller Kiirze berichtet, welche 
Aminosauren bisher genau identifiziert sind, und auf welchem 
Wege ihr Nachweis gegliickt ist. 

Es war zum vorneherein klar, daB nur eine direkte 
Feststellung bestimmter Aminosduren eine eindeutige 
Entscheidung der Frage nach dem Vorkommen von 
solchen im Blute bringen konnte. Es war deshalb, wie 
schon mehrfach an dieser Stelle mitgeteilt worden ist, mein 
Bestreben, Aminosdéuren unter normalen Verhialtnissen im Blute 
nachzuweisen. Es schien, nachdem wir in der Estermethode 
von Emil Fischer eine so vorziigliche Methode zum Nachweis 
der Monoaminosduren besitzen, und ferner die Methode von 
Kossel und Kutscher die Abtrennung der einzelnen soge- 
nannten Diaminosaéuren ermoglicht, sehr leicht zu sein, auf die 
einzelnen Aminoséuren zu fahnden. Es muften zunichst die 
folgenden Bedingungen erfiillt sein. Das Eiweif des Blutes 
resp. Plasmas mubBte vollsténdig entfernt werden. Hierzu muften 
Methoden verwendet werden, die jede Méglichkeit einer Spal- 
tung von Eiweif resp. von dessen Abkémmlingen ausschlieBen. 
Die enteiweifte Fliissigkeit durfte keinem Verfahren ausgesetzt 
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werden, das die Méglichkeit einer Veriinderung vorgebildeter 
Produkte zulieB. Endlich muBte die Isolierung der Amino- 
saéuren so geschehen, daf ihr primiéres Vorkommen eindeutig 
bewiesen war. 

Die Erfiillung dieser Bedingungen machte_ erhebliche 
Schwierigkeiten. Eine restlose EnteiweiBung ohne Anwendung 
besonderer Fillungsmittel —- wie von Phosphorwolframsaure, 
kolloidalem Eisenhydroxyd usw. — begegnet grofen Schwierig- 
keiten. Sie la{t sich nur in grofen Verdiinnungen vornehmen. 
Nach friheren Erfahrungen waren nur sehr geringe Mengen 
von Aminoséuren im Blute zu erwarten. Bei Anwendung von 
50—100 | Blut konnten gerade so viele Aminoséuren gewonnen 
werden, daf eine Identifizierung méglich war. Zur Enteiweifung 
durch Hitzekoagulation unter Anwendung von Essigsaure ist 
eine mindestens zehnfache Verdiinnung des Blutes resp. des 
Plasmas oder Serums mit Wasser notig. Man erhiilt sonst zu 
leicht eine unvollkommene Koagulation. Ich ging so vor, dab 
das Blut in Mengen von 11 in 151 siedendes, destilliertes 
Wasser gegossen wurde. Nach etwa 15 Minuten langem Kochen 
wurde 1°/oige Essigsaéure unter lebhaftem Riihren zugetropft. 
Mit dem Zusatz wurde in dem Momente aufgehdrt, in dem die 
Koagulation eine vollstaindige war. Dieser Punkt laiBt sich bei 
richtiger Ausfiihrung der Koagulation leicht erkennen. Die vorher 
tribe Lésung wird mit einem Schlage ganz klar. Die vom 
EKiweif durch Filtration getrennte Loésung ist ganz klar und 
zeigt keine Spur einer Biuretreaktion. Wéihrend es bei An- 
wendung von Plasma und von Serum sehr leicht gelang, ein 
absolut eiweif- und peptonfreies Filtrat zu erhalten, waren 
die Resultate beim Blute selbst wechselnde  Infolgedessen 
wurde zu den Versuchen nur Plasma und ferner auch Serum 
verwendet. Zur Gewinnung des ersteren wurde Oxalatblut 
benutzt. 

Das Eiweifikoagulum wurde wiederholt mit Wasser aus- 
gekocht und ferner mit heiBem Wasser in der Reibschale zer- 
rieben. Schlieflich kamen auf jeden Liter Serum resp. Plasma 
ca. 501 Fliissigkeit. In den einen Fallen wurde diese unter 
vermindertem Druck bei 40° Wasserbadtemperatur zur Trockene 





480 Emil Abderhalden, 


eingedampft, in anderen verwendeten wir den Faust-Heim- 
schen Apparat. Es sind wiederholt 50 und 1001 Serum und 
Plasma in der geschilderten Weise verarbeitet worden. Es 
gelang jedoch nicht, in einwandfreier Weise Aminosauren auf- 
zufinden. Wahrscheinlich waren die vorhandenen Eiweifbau- 
steine mit dem Harnstoff zu Uraminoséuren vereinigt worden. 
Wir haben zwar auf solche gefahndet, jedoch ohne Erfolg. Die 
Anwendung der Estermethode ergab die Anwesenheit von ganz 
geringen Mengen von Aminosauren. In keinem Falle gelang 
die Isolierung einzelner davon. 

Nach diesen Erfahrungen wurde versucht, die einzelnen 
Aminoséuren durch Darstellung von Derivaten abzuscheiden. 
Auch dieser Versuch fiihrte zu keinem eindeutigen Resultat. 
Einzig Glykokoll konnte im Rinder- und Pferdeblut nachge- 
wiesen werden. Die tibrigen Aminoséuren bildeten mit B-Naph- 
thalinsulfochlorid und Phenylisocyanat Derivate, die nicht zur 
Krystallisation zu bringen waren. Offenbar lagen Gemische vor. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurden Fallungsmittel 
versucht. Zunichst galt es, Tryptophan abzuscheiden. Die An- 
wendung von Quecksilbersulfat ftihrte zu einer Fallung, aus 
der in Spuren Tryptophan gewonnen werden konnte. Die Gly- 
oxylsiure- und die Bromwasserprobe fielen positiv aus. Ferner 
gelang es, durch Fiallung des stark verdiinnten Filtrates mit 
Phosphorwolframsiéure basische Aminoséuren nachzuweisen. 
Die Fillung trat ganz allméhlich auf. Erst nach 48 Stunden 
lieB sich keine Vermehrung der Abscheidung mehr nachweisen. 
Die Fallung wurde in der tiblichen Weise mit Baryt zerlegt. 
Lysin, Arginin und Histidin waren unzweifelhaft zugegen. 
Wir sind dabei, diesen Befund durch Isolierung der reinen 
Aminosaéuren noch mehr sicher zu stellen. J 

SchlieBlich wandte ich mich der Fallung der Aminosauren 
mit Quecksilberacetat zu.!) Das Filtrat vom Eiweiikoagulum 
wurde mit soviel einer gesattigten Sodalésung versetzt, bis seine 
Reaktion deutlich alkalisch war. Dann wurde so lange eine 
kalt gesattigte L6sung von Mercuriacetat zugegeben, als eine 


') Vgl. hierzu Carl Neuberg und Johannes Kerb, Biochem. 
Zeitschr., Bd. 40, S. 498 (1912). 
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weiBe bis graue Fillung entstand. Zwischendurch wurde immer 
wieder Sodalisung zugesetzt und dafiir Sorge getragen, da’ 
die Reaktion alkalisch blieb. SchlieBlich wurde dann noch 
ein Uberschu8 an Mercuriacetat zugesetzt. Der Niederschlag 
wurde nun sofort abgesaugt, griindlich mit kaltem Wasser 
in der Reibschale vermischt und wieder abgenutscht. Der noch 
feuchte Riickstand wurde dann mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
und das Filtrat vom Quecksilbersulfid unter vermindertem Druck 
bei 40° des Wasserbades eingedampft. Es verblieb eine weib 
gefarbte, blatterige, krystallinische Masse. Im gleichen Destil- 
lationskolben wurden die schlieBlich verbleibenden Filtrate von 
501 Serum eingeengt. Dann wurde der Riickstand mit absolutem 
Alkohol ausgekocht. Es wurde heif filtriert, und das Filtrat 
unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Es hinter- 
blieb eine gelb gefarbte zihfliissige Masse, die allméahlich Kry- 
stalle absetzte. Schon ihr Geruch zeigte die Anwesenheit von 
Prolin an. Zur Identifizierung wurde das Kupfersalz dargestellt. 
Es léste sich restlos in absolutem Alkohol. Beim Verbrennen 
des Salzes trat der bekannte Geruch nach Pyrrolidin auf. Leider 
war die Menge des reinen Prolins so gering, daf nur eine 
Schmelzpunktbestimmung médglich war. Der Schmelzpunkt 
stimmte genau mit dem gleichzeitig erhitzten reinen Prolin tiber- 
ein. Auch ein Mischschmelzpunkt bestiatigte, daB Prolin vorlag. 

Samtliche nicht in Alkohol léslichen Aminoséuren wurden 
durch Kochen ihrer wasserigen Lésung mit Kupferoxyd in das 
Kupfersalz tibergefiihrt. Es gelang sehr leicht, das schwerlés- 
liche Leucinkupfer in reinem Zustand abzutrennen. Die 
Kupferbestimmung ergab den richtigen Wert. Ferner gelang es, 
Valinkupfer mit dem richtigen Kupfergehalt zu isolieren. Ferner 
konnte aus dem Valinkupfer die Aminosiure selbst durch Zer- 
legung mit Schwefelwasserstoff erhalten werden. Der Misch- 
schmelzpunkt mit reinem d-Valin ergab den richtigen Wert. In 
der Mutterlauge waren unzweifelhaft Alanin und Glykokoll 
und ferner Asparagin- und Glutaminsiure zugegen. Es 
gelang jedoch nicht, diese Aminosiiuren ganz sicher zu stellen. 
Ihre Menge war zu gering. Bei einem zweiten Versuche wurde 
die Estermethode angewandt. Nunmehr gelang es, Gly kokoll- 
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esterchlorhydrat abzuscheiden und durch den Schmelzpunkt 
zu identifizieren. Die Ester der iibrigen Aminoséuren wurden 
nicht in der itiblichen Weise in Freiheit gesetzt, sondern es 
wurde die Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrates mit 
rauchender Salzsiure gekocht und dann stark eingeengt. Es 
schied sich Glutaminsiéurechlorhydrat in so groben Mengen 
ab, dafi eine Chloranalyse nach Volhard méglich wurde. 

Die geschilderten Versuche sind im Laufe des Sommer- 
semesters vollendet worden. Gleichzeitig wurde an Stelle der 
EnteiweiBung die Dialyse angewandt. Diese Methode macht 
bei Anwendung grofer Blut- resp. Serummengen Schwierigkeiten. 
Es ist sehr schwer, Dialysierschléuche zu erhalten, welche wirk- 
lich eiweiBundurchlassig sind. Nach meiner sehr reichen Er- 
fahrung auf diesem Gebiete scheint es mir ein grofer Fehler 
zu sein, wenn irgend welche Dialysierschléuche ohne griindliche 
Prifung verwendet werden. Es sind mir sehr viele Versuche 
verloren gegangen, weil ein zunachst dichter Dialysierschlauch 
wiihrend des Versuches undicht wurde. SchlieSlich wurde zu- 
nichst jeder einzelne Schlauch griindlich ausprobiert und erst 
dann zum eigentlichen Versuch verwendet. Das Dialysat wurde 
bei jedem Versuch auf Eiweif und Pepton gepriift. Im ganzen 
wurden 100 Liter Blut und ebensoviel Serum der Dialyse unter- 
worfen. Die Dialysate wurden nach 24 Stunden und in einem 
weiteren Versuche schon nach 12 Stunden mit Qucksilberacetat 
gefallt. Es wurde absichtlich darauf verzichtet, eine mdglichst 
groBbe Ausbeute an Aminosduren zu erhalten, weil mir daran 
lag, jede Fehlerquelle auszuschalten, und dazu gehorte in erster 
Linie auch die Ausschaltung von Bakterienwirkung. Wahrend 
des Dialysierens gegen destilliertes Wasser waren Dialysat und 
Schlauchinhalt mit Toluol bedeckt. Die Verarbeitung der Dialy- 
sate war im iibrigen genau dieselbe, wie sie oben fiir die entei- 
weiften Fliissigkeiten geschildert worden ist. Identifiziert wurden 
Prolin, Leucin, Valin, Asparaginsdéure, Glutaminsaure, 
Alanin und Glykokoll. Arginin, Lysin und Histidin 
wurden in einem besonderen Versuche nachgewiesen, bei 
dem das Dialysat direkt mit Phosphorwolframsaure gefallt 
worden war. 
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Die Ausbeuten waren stets sehr geringe. Mehr als 0,4 g 
reine Substanz ist von keiner einzigen Aminosiure erhalten 
worden! Neben den Aminosiéuren war noch ein Produkt vor- 
handen, dessen Eigenschaften mit keiner der bekannten Amino- 
sduren tbereinstimmen. Es krystallisiert in Nadeln. Was die 
geringen Ausbeuten anbetrifft, so diirfen aus ihnen keine Schliisse 
auf die quantitativen Verhiltnisse des Vorkommens von Amino- 
siuren im Blute gezogen werden. Die Bedingungen, unter denen 
die Aminosaéuren isoliert wurden, waren die denkbar un- 
giinstigsten. Es wurde in enormen Verdiinnungen gefiallt. Auch 
die Dialysate waren stark verdiinnt, es wurden 500 ccm Blut 
resp. Serum gegen 10 Liter Wasser dialysiert. Ferner waren 
die Verluste bei der Identifizierung der einzelnen Aminosiuren 
sehr gro. 

Die mitgeteilten Versuche lassen selbstverstindlich keine 
Schliisse auf die Art der resorbierten EiweiBabbauprodukte zu. 
Die Schlachttiere hatten als Pflanzenfresser alle Chymus im 
Darm und fast durchwegs einen gut gefiillten Magen. Es ist 
daher sehr wahrscheinlich, daB von den aufgefundenen Amino- 
siuren ein Teil dem Darm entstammte. Selbstverstindlich 
kénnen auch auf dem Transport von Zelle zu Zelle begriffene 
Aminosduren zur Beobachtung gelangt sein. Ein vorlaufiger 
Versuch an hungernden Tieren hat ergeben, dafi héchstwahr- 
scheinlich das Blut nie ganz frei von Aminosauren ist. Es scheint 
der Aminoséuregehalt des Blutes in ahnlicher Weise auf einem 
annihernd konstanten Niveau gehalten zu werden, wie der 
Zuckergehalt. Vielleicht wird man in Zukunft ebenfalls von 
einer Hyper- und Hypoaminoacidimie sprechen kénnen. 

Die vorliegend mitgeteilten Befunde werden in Balde durch 
die Ergebnisse neuer zum Teil schon vollendeter Versuche er- 
ginzt werden. Es soli dann auch ausfihrlich auf diejenigen 
Befunde und Probleme eingegangen werden, die zu dem Befund 
von Aminoséuren im Blute in Beziehung stehen.') 





1) Vgl. dazu auch Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. 
Chemie, 3. Aufl., Vorlesung XXV. Urban & Schwarzenberg, Berlin-Wien, 1913. 
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